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Peningkatan kebutuhan enzim selulase di dunia telah mendorong upaya 
memperoleh sumber alternatif enzim selulase guna meningkatkan produksinya. 
Penelitian deskriptif ini ditujukan untuk memperoleh mikroorganisme selulolitik 
asal limbah kulit kopi Arabika yang banyak terdapat di Jawa Timur, dan 
mengetahui potensinya sebagai sumber enzim selulase yang handal dan 
aplikatif. Hasil isolasi menunjukkan 54 isolat mikroorganisme yang diperoleh, 
mempunyai kemampuan membentuk zona bening pada pengujian kualitatif 
menggunakan larutan Kongo Merah. Adapun hasil pengukuran aktivitas spesifik 
pada enzim terpilih yang diproduksi oleh 18 bakteri, 2 kapang dan 2 khamir, 
menunjukkan nilai tertinggi pada enzim selulase isolat C12. Identifikasi 
konvensional dan molekuler dengan teknik 16S-rRNA menunjukkan isolat C12 
adalah bakteri gram negatif berbentuk batang, Leclercia adecarboxylata. Enzim 
selulase yang dihasilkan oleh isolat Leclercia adecarboxylata C12 kemudian 
dimurnikan secara parsial dengan ammonium sulfat 80% dan dialisis, untuk 
kemudian dikarakterisasi. Hasil pengujian dengan SDS PAGE menunjukkan 
berat molekul enzim tersebut adalah 95,49 kDa dan 81,28 kDa. Kedua pita 
protein yang diperoleh menunjukkan kemampuan selulolitik pada gel analisa 
zimografi. Hasil karakterisasi menunjukkan aktivitas maksimum enzim pada suhu 
50°C dan pH 9, dengan aktivitas residual mencapai 47% dari aktivitas awal pada 
menit ke-90 waktu inkubasi suhu 50°C dan minimal 77% pada inkubasi di pH 5-
10. Aktivitas enzim diketahui meningkat pada penambahan ion K+, Ca2+, Mg2+ 
dan Fe3+, namun terhambat oleh SDS dan EDTA. Kemampuan enzim selulase 
untuk mempertahankan aktivitasnya pada suhu tinggi, rentang pH yang luas dan 
keberadaan zat tambahan menjadikan enzim selulase dari isolat Leclercia 
adecarboxylata C12 berpotensi untuk digunakan pada berbagai proses 
bioteknologi di industri.  
 






Ajeng Astrini Brahmanti. 176100100111025. Exploring cellulolytic 
microorganisms from coffee industry by-products and their enzyme 
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Cellulolytic microorganism has immense potential due to their cellulase 
production, enzyme complexity and widespread habitat of life. This study was 
conducted to obtain microbial cellulase with vast industrial applicability from 
coffee-industry by product in East Java, Indonesia. Fifty-four isolates with 
significant clear zone formation were obtained by Congo red staining in CMC 
agar plates. Eighteen bacteria, two yeasts and two molds with high cellulolytic 
index were then subjected to reducing sugar analysis and protein content 
measurement. Isolate of C12 was found to exhibit the highest specific activity of 
cellulase, which then identified as Leclercia adecarboxylata, a gram negative and 
rod-shaped bacterium. Partial purification of crude enzyme C12 was carried out 
by ammonium sulphate precipitation followed by dialysis. SDS-PAGE revealed 
two bands with the molecular mass of 95.49 and 81.28 kDa, respectively. Activity 
gel analysis showing the cellulolytic ability of those bands by clear zone 
formation. The optimal activity of purified cellulase was obtained at 50oC and pH 
9. Furthermore, it retained 47% of activity after incubation at 50oC for 90 minutes. 
The purified cellulase remains stable in a broad pH range from 5 to 10 with 77% 
of its maximum activity. In the presence of K+, Ca2+, Mg2+ and Fe3+, the activity of 
purified cellulase was stimulated, while SDS and EDTA reduced the activity. This 
present study revealed that the Leclercia adecarboxylata‟s cellulase could have 
great potential applications in various biotechnological processes. 
Keywords: cellulose degrading bacteria, cellulase, coffee industry byproducts, 
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BAB I  
PENDAHULUAN 
 
1.1.  Latar Belakang 
Enzim selulase (E.C 3.2.1.4) merupakan salah satu kelompok enzim yang 
memegang peranan penting di kehidupan manusia (Kuhad et al., 2011). Enzim 
selulase banyak digunakan pada industri pengolahan pangan (Chiacchierini et 
al., 2007; Toushik et al., 2017); tekstil (Csiszár et al., 2001; Verenich et al., 
2008), produksi biogas dan bioetanol (Chen & Fu, 2016; Gupta et al., 2019; 
Gurram et al., 2016) hingga pada upaya penanganan limbah industri serta 
pertanian (Singh et al., 2016). Penggunaan enzim selulase di industri terus 
meningkat hingga mencapai 20% permintaan pasar global (Jaramillo et al., 
2015). Amerika Serikat mencatat total penjualan enzim selulase mencapai 400 
juta USD per tahun (Beilen & Li, 2002). Asia-Pasifik disebut sebagai konsumen 
terbesar dengan permintaan enzim selulase mencapai 32,84% dari total belanja 
enzim berdasarkan wilayah (Fortune Bussines Insight, 2020).  
Penggunaan enzim selulase di Indonesia juga terus mengalami 
peningkatan sekitar 7% setiap tahunnya (Utami et al., 2019). Mirisnya, 99% 
enzim yang digunakan masih diimpor dengan nilai mencapai 187,5 Milyar pada 
tahun 2015 (BPPT, 2015). Sebagai upaya mengurangi ketergantungan impor 
enzim di Indonesia, perlu dilakukan produksi enzim selulase dalam negeri 
dengan memanfaatkan sumberdaya hayati lokal. Telah banyak penelitian yang 
dilakukan untuk memperoleh mikroorganisme penghasil enzim selulase dengan 
aktivitas spesifik tinggi dan efisien saat diaplikasikan pada industri (Lee et al., 
2008). Salah satu yang menjadi fokus penelitian adalah penggunaan limbah 
pertanian dan agroindustri dengan kandungan selulosa yang tinggi sebagai 
sumber isolasi maupun nutrisi dari mikroorganisme selulolitik penghasil enzim 
selulase. Hal ini dipercaya akan menekan biaya produksi enzim, meningkatkan 
nilai ekonomi dari limbah sekaligus mengurangi pencemaran lingkungan (Wen 
et al., 2005). Limbah kulit kopi merupakan salah satu limbah dengan kadar 
selulosa yang tinggi dan telah banyak digunakan pada proses bioteknologi 
(Cerda et al., 2017; Dadi et al., 2019; Pandey et al., 2000). 
Indonesia sebagai salah satu produsen biji kopi terbesar dunia 
(Habibullah, 2018) memiliki potensi limbah kulit kopi yang tinggi pula. Kebun 
Kalisat Jampit merupakan salah satu perkebunan kopi terbesar Jawa Timur 
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dengan total produksi mencapai 840 ton biji kopi arabika pada tahun 2018. 
Proses pengolahan basah yang dilakukan, menghasilkan limbah kulit buah kopi 
(pulp) hingga 42% dari total produksi biji kopi (Ulloa Rojas et al., 2003) atau 
sebesar 350 ton berat basah. Gurram et al. (2016) melaporkan bahwa kulit buah 
kopi kering mengandung 23% selulosa, 20% hemiselulosa, 22% lignin, 19% abu 
dan 16% komposisi lainnya. Berbagai jenis mikroorganisme seperti bakteri, 
kapang dan khamir diketahui dapat tumbuh selama proses pengolahan biji kopi 
arabika (Feng et al., 2016; Junqueira et al., 2019; Silva et al., 2000, 2008; 
Thankappan et al., 2019). Mikroorgansime tersebut dapat menghasilkan enzim 
selulase pada kondisi tertentu, sehingga secara alami dapat berperan pada 
proses biodegradasi limbah kulit kopi (Elango & Divakaran, 2009).  
Beberapa peneliti telah membuktikan keberadaan mikroorganisme 
selulolitik dari limbah kopi di berbagai daerah (Arimurti et al., 2017; Bui, 2014; 
Eida et al., 2012; Nurfitriani & Handayanto, 2017), meski belum memaparkan 
secara rinci mengenai aktivitas enzim selulase yang dihasilkannya oleh 
mikroorganisme tersebut pada berbagai kondisi pengujian. Oleh sebab itu, 
penelitian ini akan berfokus pada upaya isolasi dan identifikasi mikroorganisme 
selulolitik dari limbah kulit kopi arabika di Perkebunan Kalisat Jampit, Jawa 
Timur, baik berupa kapang, khamir maupun bakteri, guna memperoleh isolat 
penghasil enzim selulase dengan aktivitas spesifik tertinggi. Enzim selulase 
yang diperoleh kemudian akan dimurnikan secara parsial dengan ammonium 
sulfat dan dialisis kemudian dikarakterisasi pada kondisi suhu, pH, dan 
keberadaan bahan tambahan tertentu sehingga dapat diketahui ciri dan sifatnya. 
Stabilitas enzim selulase pada berbagai kondisi pengujian mengindikasikan 
potensi enzim tersebut untuk diaplikasikan pada berbagai sektor industri dan 
kehidupan di masyarakat.    
 
1.2.  Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah yang 
akan diidentifikasi yaitu: 
1.2.1 Apakah pada limbah kulit kopi terdapat mikroorganisme selulolitik 
(bakteri, kapang maupun khamir penghasil enzim selulosa)? 
1.2.2 Bagaimana karakterisik enzim selulase yang dihasilkan oleh isolat asal 




1.3.  Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk: 
1.3.1. Memperoleh dan mengidentifikasi mikroorganisme selulolitik (bakteri, 
kapang, khamir penghasil enzim selulase) dari limbah kulit kopi 
1.3.2. Mengetahui karakteristik enzim selulase yang dihasilkan oleh isolat asal 
limbah kulit kopi. 
 
1.4.  Manfaat Penelitian 
Penelitian ini bermanfaat untuk memberi informasi mengenai potensi 
limbah kulit kopi sebagai sumber isolasi mikroorganisme selulolitik, sehingga 






2.1.  Enzim Selulase  
Enzim selulase (E.C 3.2.1.4) atau enzim yang dikenal dengan nama 
sistematik β–1.4 glukan–4–glukano hidrolase adalah enzim yang dapat 
menghidrolisis selulosa dengan cara memutus ikatan glikosidik β–1.4 dalam 
selulosa, selodektrin, selobiosa, dan turunan selulosa lainnya menjadi gula 
sederhana atau glukosa (Aryani, 2012). Secara umum, kemampuan selulase 
untuk menghidrolisis selulosa di alam dilakukan oleh tiga jenis enzim berikut 
secara berkesinambungan (Zhang & Zhang, 2013) :  
a Endoglukanase atau CMCase (EC 3.2.1.4) dapat memotong ikatan -1,4-
glukosida pada rantai selulosa sehingga menghasilkan ujung baru. 
Endoglunakase bisa diproduksi oleh archaea, bakteri, jamur, tumbuhan, dan 
hewan. Terdapat perbedaan cara hidrolisis yang dilakukan oleh 
endoglukanase, dimana enzim ini akan menghidrolisis ikatan glikosidik pada 
selulosa pada rantai 5-9, 12, 44, 45, 51, dan 74. Endoglunakase yang 
dihasilkan oleh kapang pada umumnya memiliki daerah spesifik katalitik 
dengan atau tanpa adanya Carbohydrate Binding Module (CBM), sementara 
endoglukanase yang dihasilkan oleh bakteri memiliki daerah spesifik katalitik 
(CBM). Daerah katalitik dari endoglunakanase biasanya memiliki sisi aktif 
berbentuk sumbing/grove, sehingga memungkinkan endoglukanase untuk 
mengikat dan memotong ikatan pada rantai selulosa untuk menghasilkan 
glukosa, selodekstrin terlarut atau fragmen selulosa yang tidak larut.  
b Eksoglukanase (EC 3.2.1.91) mampu menghidrolisis selulosa dan 
melepaskan selobiosa atau glukosa sebagai produk utamanya. 
Eksoglukanase secara efektif dapat bekerja pada selulosa yang memiliki 
struktur mikrokristalin. Celobiosehidrolases (CBH) adalah eksoglukanase 
yang banyak dipelajari. CBH banyak diproduksi oleh bakteri dan kapang. 
CBH yang dihasilkan oleh jamur aerobik hanya mampu menghidrolisis ikatan 
glikosidik pada selulosa yang terletak pada rantai ke 6 dan 7, bakteri aerobik 
hanya mampu menghidrolisis ikatan glikosidik pada selulosa yang terletak 
pada rantai ke 6 dan 48, jamur anaerobik hanya mampu menghidrolisis 
ikatan glikosidik pada selulosa yang terletak pada rantai ke 48 dan bakteri 
anaerobik hanya mampu menghidrolisis ikatan glikosidik pada selulosa yang 
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terletak pada rantai ke 9 dan 48. CBH memiliki sisi aktif berbentuk struktur 
terowongan dengan dua simpul di permukaan.  
c -glukosidase (EC 3.2.1.21) mampu menghidrolisis selobiosa yang diketahui 
sebagai inhibitor CBH dan endoglukanase. -glukosidase dapat diproduksi 
oleh archaea, bakteri, jamur, tanaman, dan hewan dengan kemampuan 
menghidrolisis pada ikatan glikosidik yang terletak pada ujung 1, 3, dan 9. 
Jamur aerobik mampu menghasilkan -glukosidase ekstraseluler dan bakteri 
anaerobik mampu menghasilkan -glukosidase di dalam sitoplasma. -
glukosidase memiliki sisi aktif berbentuk saku sehingga memungkinkan 
untuk mengikat glukosa non reduksi atau memotong glukosa dari selobiosa 
atau selodekstrin.  
Adapun mekanisme pemecahan selulosa oleh tiga jenis enzim tersebut 
digambarkan pada Gambar 2.1. 
 
 
Gambar 2.1. Mekanisme hidrolisis enzim selulase (Karmakar & Ray, 2011) 
Selain itu, menurut Sharma et al. (2016) terdapat pula enzim selulase 
dalam bentuk lain seperti : 
a. Eksoglukanase atau selodekstrinase (EC 3.2.1.74) yang berperan memutus 
selobiosa dari selooligosakarida, namun enzim ini tidak dapat bekerja pada 
selulosa yang berstruktur amorf maupun terlarut seperti CMC.  
b. Selobiosa fosforilase atau selobiase (EC 2.4.1.20) yang juga dikenal sebagai 
orthophosphate α-D-glucosyl transferase yang mengkatalis reaksi fosforolitik 
bolak-balik pada pemutusan rantai selobiosa menjadi glukosa.  
6 
 
c. Selodekstrin fosforilase (EC 2.4.1.49) atau yang juga dikenal sebagai 1,4-β-
D-oligoglucan orthophosphate α-D-glucosyl transferase akan mengkatalis 
reaksi fosforilase bolak balik dalam pemutusan ikatan selodekstrin (selotriosa 
atau seloheksosa) menjadi glukosa, namun tidak dapat bekerja pada 
selobiosa.  
d. Selobiosa epimerase (EC 5.1.3.11) mengkatalis reaksi epimerasi disakarida 
seperti selobiosa menjadi 4-O-β-D glukosilmanosa.  
Semua bentuk enzim selulosa tersebut menargetkan ikatan β-1,4 glikosidik pada 
polimer selulosa. Proses sintesa enzim ini dipengaruhi sangat oleh keberadaan 
selulosa (Gupta & Lee, 2009). Oleh sebab itu, selulase disebut sebagai enzim 
yang penting dalam siklus karbon di alam dan memiliki nilai ekonomi yang tinggi. 
Penggunaan enzim selulase pada industri pengolahan biomasa dapat 
meningkatkan efektifitas produksi sekaligus menurunkan biaya produksi karena 
memungkinkan penggunaan sumber karbon yang murah seperti limbah pertanian 
dan agroindustri (Wen et al., 2005).  
Enzim selulase banyak digunakan dalam industri pangan dan non pangan 
karena sifatnya yang dapat mempercepat laju reaksi namun lebih aman terhadap 
lingkungan dan kesehatan dibandingkan bahan kimia (Aldridge, 2013). Dewasa 
ini, penggunaan enzim selulase terus meningkat hingga mencapai 20% 
permintaan pasar global (Jaramillo et al., 2015). Penggunaan enzim selulase 
dimulai sejak tahun 1980-an diawali dengan pembuatan pakan ternak kemudian 
produk pangan dan berkembang pada industri tekstil, deterjen juga kertas (Bhat, 
2000). Beberapa contoh aplikasi enzim selulase yang digunakan di indutri 
disebutkan pada Tabel 2.1.1.  
Tabel 2.1.1. Aplikasi enzim selulase dalam berbagai industri 
Bidang industri Fungsi Pustaka 
Tekstil Biostaining: Penghilangan cat pewarna 
pada kain denim untuk menghasilkan efek 
pudar tanpa mengurangi kekuatan serat 
kain 
Miettinen-oinonen & 
Suominen  (2002) 
Biopolishing : Penghilangan kerutan dan 
memperhalus permukaan kain katun, linen 
dan sebagainya 
Kumar et al. (2008) 
Bioscouring : mempertahankan kekuatan 
serat dan melembutkan kain 
Araújo, Casal & 
Cavaco-Paulo (2008) 
Wool Scouring : menghilangkan pengotor 
pada permukaan wool 
Shah (2014) 
Kertas Penghilangan tinta dan polutan tanpa 
mengurangi tingkat kecerahan dan 
kekuatan kertas 
Mai, Kües & Militz 
(2004) 
 Penurunkan waktu penggilingan pulp, Liu & Hu (2012) 
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Tabel 2.1.1. Aplikasi enzim selulase dalam berbagai industri 
Bidang industri Fungsi Pustaka 
meningkatkan efisiensi proses dan indeks 
tarik, retak dan sobek lembaran pulp 
Deterjen Menghilangkan pengotor dengan tetap 
menjaga kekuatan serat, kecerahan warna 
dan melembutkan kain 
Singh et al. (2007) 
Pakan ternak Meningkatkan daya cerna pakan, berat 
ternak dan produktivitas susu 
Karmakar & Ray 
(2011) 
 Menghilangkan senyawa antinutrisi pada biji 




Penghilangan serat tidak larut air sehingga 
menjernihkan jus dan bubur buah maupun 
sayur 
Sharma et al. (2014) 
 Modifikasi parameter sensori pada 
makanan seperti menambah aroma dan 
rasa buah, maupun memperbaiki tekstur 
Contesini et al. (2013) 
 Ekstraksi minyak zaitun dan meningkatkan 
kadar antioksidannya 
Deka et al. (2011) 
 Meningkatkan kualitas produk roti, seperti 
daya kembang dan tekstur 
Meningkatkan penekanan dan ekstraksi 
warna anggur, meningkatkan aroma 
anggur, meningkatkan fermentasi utama 
dan kualitas bir. 
Oliveira et al. (2014) 
 
Toushik et al. (2017) 
 
 
Farmasi Ekstraksi senyawa bioaktif dari tanaman 
untuk suplemen dan obat herbal 
Puri et al. (2012) 
Biokonversi Konversi bahan selulosa menjadi etanol, 
pelarut lainnya, asam organik dan protein 
sel tunggal, lipid, produksi pakan ternak 
kayak energi 
Kuhad et al. (2011) 
Biorefineri Penanganan limbah pertanian dan 
agroindustri  
Kıran et al. (2014) 
 
Aplikasi enzim selulase yang luas diberbagai bidang industri 
menyebabkan peningkatan permintaan enzim ini di pasaran.  Sebanyak 8% dari 
total permintaan enzim di pasar global adalah enzim selulase, dengan 
prosentase peningkatan penggunan selulase di berbagai sektor mencapai 100% 
(Acharya & Chaudhary, 2012). Enzim selulase yang beredar di pasaran sebagian 
besar telah dimodifikasi dan disesuaikan dengan kebutuhan konsumen (Bhat, 
2000). Adapun beberapa jenis enzim selulase yang telah diproduksi secara 
masal dan dipergunakan dalam industri di seluruh dunia dapat dilihat pada Tabel 
2.1.2.  
Tabel 2.1.2. Enzim selulase komersial 
Nama produk Sumber  Kondisi optimum Aktivitas enzim 
Selulase 
(www.sigmaaldrich.com) 










Tabel 2.1.2. Enzim selulase komersial 
Nama produk Sumber  Kondisi optimum Aktivitas enzim 
Selulase 
(www.sigmaaldrich.com) 








































37°C dan pH 7 950 U/mg 
 
2.2. Mikroorganisme Penghasil Enzim Selulase 
Enzim selulase dapat diproduksi oleh berbagai mikroorganisme seperti 
aktinomisetes, bakteri dan kapang (Deka et al., 2011). Mikroorganisme yang 
memiliki kemampuan menghasilkan enzim selulase disebut sebagai 
mikroorganisme selulolitik. Mikroorganisme selulolitik sebagian besar 
mendegradasi karbohidrat dan tidak dapat menggunakan lemak maupun protein 
sebagai sumber energi utama metabolisme dan pertumbuhannya (Lynd et al., 
2002). Mikroorganisme selulolitik banyak terdapat di alam. Diantara 
mikroorganisme tersebut, kapang merupakan mikroorganisme yang paling 
banyak digunakan sebagai produsen enzim selulase di industri. 
Kapang adalah organisme uni dan multiseluler, bersifat heterotroph, 
chemoorganothrop, aerob maupun mikroaerophilik, pada sebagian golongan 
mempunyai dinding sel yang tersusun dari zat kitin dan kitosan (Onofre et al., 
2013). Pada kapang, kemampuan selulolitik ditunjukkan oleh banyak anggota 
subdivisi Ascomycetes, Agaricomycetes, and Deuteromycetes. Sedangkan pada 
subdivisi Zygomycetes hanya ada sedikit kapang selulolitik. Kapang banyak 
diteliti karena struktur hifanya yang memanjang sehingga memungkinkan kapang 
untuk memproduksi enzim selulase lebih banyak dari mikroorganisme lain (Imran 
et al., 2006). Enzim selulase kapang lebih sederhana dibanding enzim selulase 
bakteri. Enzim selulase kapang secara umum terdiri dari dua kelompok, yakni 
molekul pengikat selulosa (Cellulose Binding Module atau CBM) dan daerah 
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katalitik (Catalytic Domain atau CD) yang terhubung pada terminal N. CBM 
tersusun dari 35 asam amino yang didominasi oleh serin dan treonin (Pandey, 
2003). Adapun beberapa contoh kapang selulolitik dapat dilihat pada Table 2.2.1. 
Tabel 2.2.1. Mikroorganisme penghasil enzim selulase  
Jenis 
Mikroorganisme 
Nama / spesies 
Fungi Aspergillus aculeatus, A.candidus, A. flavus, A.heteromorphus; A. 
niger; Bulgaria sp.; Chaetomium spp.; Cladosporium sp.; Coriolus 
sp.; Fusarium sp.; Geotrichum sp.; Helotium sp.; Myrothecium sp.; 
Paecilomyces sp.; Penicillium waksmanii; Phanerochaete sp.; 
Poria sp.; Schizophyllum sp.; Serpula sp.; Trichoderma 
aureoviride, T. reesei;Tricothecium roseum 
Bakteri Aerob Acetivibrio cellulolyticus; Butyrivibrio fibrisolvens; Clostridium 
acetobutylium, C.cellulolyticum, C. papyrosolvens, C. 
thermocellum,Fibrobacter succinogenes; Ruminococcus albus 
Bakteri Anaerob Acetobacter oboediens, A.pasteurianus; Acidothermus 
cellulolyticus; Acinetobacter amitratus A. junii; Aeromonas sp.; 
Anoxybacillus sp.; 
Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, B. circulans, B. flexus, B. 
licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, B. thuringiensis; Bacteroides 
sp.; Botrytis sp.;  Cellulomonas bioazotea, C. cellulans, C.fimi, C. 
flavigena, C. uda;Cellvibrio gilvus; Citrobacter freundii;  Cytophaga 
hutchinsonii; Enterobactersp.; Erwinia sp.; Escherichia coli; 
Eubacterium cellulosolvens; Geobacillus pallidus,  
G.stearothermophilus, G.thermodenitrificans; Gluconacetobacter 
entani, G.europaeus, G. hansenii, G.intermedius, G. xylinus; 
Halomonas caseinilytica, H.muralis; Klebsiella pneumonia; 
Microbispora bispora; Paenibacillus curdlanolyticus; Proteus 
vulgaris; Pseudomonas aeruginosa, P. cellulose, P. fluorescens; 
Rhodothermus marinus, Salinivibrio sp.; Serratia liquefaciens 
Aktinomisetes Streptomyces drozdowiczii, S. lividans; S. thermocarboxydus, S. 
roseofulvus, Thermomonospora curvata, T. fusca 
Sumber : Sharma et al. (2016) 
 
Pada golongan bakteri, enzim selulase banyak dihasilkan oleh anggota 
dari filum Actinobacteria, Bacteroids, Fibrobacteres, Proteobacteria, 
Spirochaetes, dan Thermotogae. Menurut Lynd et al. (2002) bakteri selulolitik 
dapat diklasifikasikan berdasarkan sifat fisiologisnya yakni, bakteri aerob gram-
positif (Cellulomonas dan Thermobifida); bakteri aerob fakultatif (Cytophaga dan 
Sporocytophaga); bakteri anaerob fakultatif gram-positif (Caldicellulosiruptor, 
Clostridium, dan Ruminococcus); serta bakteri gram negatif (Acetivibrio, 
Butyrivibrio, dan Fibrobacter). Terdapat perbedaan mekanisme hidrolisis enzim 
selulase yang dihasilkan bakteri aerob dan anaerob. Pada sebagian besar 
bakteri anaerob, hidrolisis selulosa dilakukan oleh komplek enzim selulase atau 
selulosom (Schwarz, 2001), sedangkan pada bakteri aerob dilakukan oleh enzim 
selulase non-kompleks misalnya selulase ekstraseluler yang dapat diperoleh dari 
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supernatan pada proses sentrifugasi (Sharma et al., 2016). Adapun beberapa 
contoh bakteri selulolitik dapat dilihat pada Table 2.2.1.  
Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri gram positif yang memiliki 
hifa dan tersebar luas di alam. Mikroorganisme ini banyak diteliti karena 
kemampuannya dalam menghasilkan berbagai enzim ekstraseluler seperti 
selulase, kitinase, xilanase, peptidase, protease, amilase, pektinase, 
hemiselulase dan keratinase, maupun antibiotik (Das et al., 2014) dan berperan 
dalam berbagai fenomena alam penting misalnya proses dekomposisi bahan 
alam (Nguyen & Hoang, 2020). Beberapa contoh aktinomisetes selulolitik dapat 
dilihat pada Table 2.2.1. 
Dewasa ini, enzim selulase asal khamir mulai diminati karena dapat 
digunakan pada rentang pH yang luas dan suhu tinggi hingga 70°C (Touijer et 
al., 2019). Beberapa kelompok khamir seperti Trichosporum, Cryptococcus, 
Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces mampu mendegradasi substrat tinggi 
selulosa seperti kertas saring, CMC dan menghasilkan enzim β-glukosidase saat 
ditumbuhkan pada media mengandung selobiosa (Giese et al., 2017). Khamir 
selulolitik dapat ditemukan secara luas di alam. Thongekkaew and Kongsanthia 
(2016) memperoleh 45 isolat khamir selulolitik dari sampel tanah, batang kayu, 
dan serangga kayu di Thailand, dengan aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh 
Candida sp. 05-7-186T, Candida easanensis and Candida sp. ST-390, Giese et 
al. (2017) memperoleh 23 isolat khamir selulolitik dari daun, kayu lapuk, dan 
sarang semut di Brazil, dengan aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh Trichosporon 
laibachii. (Barbosa et al., 2010) melaporkan bahwa Debaryomyces 
pseudopolymorphus dapat diisolasi dari minuman fermentasi anggur dan 
berperan meningkatkan aroma dan rasa dari produk tersebut.  
Mikroorganisme selulolitik dapat diisolasi dari berbagai sumber, seperti 
disebutkan dalam Tabel 2.2.2. 
Tabel 2.2.2. Penelitian terdahulu mengenai isolasi mikroorganisme selulolitik 
Kondisi Isolasi Pengujian 
aktivitas enzim 
Hasil Pustaka 






55°C 7 48 jam CMCase/DNS Isolat A mempunyai 
aktivitas ekstrak enzim 
sebesar 0,586 U/ml 
dengan aktivitas 
tertinggi pada  
tertinggi pada substrat 





30°C - 7 hari CMCase/DNS 
dan FPA 






Tabel 2.2.2. Penelitian terdahulu mengenai isolasi mikroorganisme selulolitik 
Kondisi Isolasi Pengujian 
aktivitas enzim 
Hasil Pustaka 










30°C 7 7 hari CMCase/DNS 
dan FPA 
32 kapang namun 
hanya 10 yang 
penghasil enzim 
selulase dengan 
kapang terbaik dari 
golongan Aspergillus 










serta kayu  
25°C - 7 hari Indeks hidrolisis/ 
Kongo merah 
17 jamur dari 
golongan Trichoderm, 










55°C 7 48 jam 
  
CMSase/DNS Isolat bakteri OS-16 
memiliki bentuk koloni 
bulat, berwarna putih 
dan agak tebal di 
bagian tengah dan 
pinggir koloni, bentuk 
tepi halus, gram 
positif, menghasilkan 
endospora, katalase 
positif, dan berbentuk 
basil. Aktivitas enzim 
selulase mencapai 
0,154 U/ml 










37°C 7 96 jam  Indeks hidrolisis/ 
Kongo merah 



























IH tertinggi pada isolat 
10.1 sebesar 0.85 dan 
aktivitas spesifik enzim 
tertinggi pada waktu 








Tabel 2.2.2. Penelitian terdahulu mengenai isolasi mikroorganisme selulolitik 
Kondisi Isolasi Pengujian 
aktivitas enzim 
Hasil Pustaka 












tertinggi 0,25 U/ml 
Tsegaye 








4°C 5 24 jam CMCase/DNS Diperoleh 24 isolat 
bakteri, dengan 
perkiraan jenis 
Bacillus sp., Proteus 
sp., Ochrobactrum sp., 
Erwinia sp., 
Aeromonas sp., 










30°C - 6 hari CMCase/DNS Dari 64 bakteri, 49 
kapang dan 63 
actinomycetes, 
terdapat 17 bakteri, 30 








 0,130 U/ml, 0,099 U 







30°C - 72 jam Indeks hidrolisis/ 
lugol-iodin 















37°C 7 48 jam CMCase/DNS Diperoleh 27 isolat 
positif dengan aktivitas 
spesifik paling tinggi 
0,4622 Unit/mL. Hasil 
identifikasi dengan 




isolat KS 30 termasuk 








Selulosa merupakan polimer polisakarida yang melimpah di alam dan 
banyak digunakan dalam industri obat serta makanan (Lavanya et al., 2015).  
Granström (2009) menyatakan bahwa selulosa adalah polimer yang terdiri dari 
10 hingga 1000 unit monosakarida (glukosa). Selulosa mengandung 44-45% 
karbon, 6-6,5% hidrogen dan sisanya terdiri dari oksigen. Monomer penyusun 
selulosa berbentuk linear dihubungkan oleh ikatan -1,4 glikosidik. Sehingga 
selulosa memiliki rumus empiris yaitu (C6H10O5)n, dengan banyaknya satuan 
glukosa yang disebut dengan derajat polimerisasi (DP). Adapun struktur kimia 
selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.3.1. berikut, 
 
Gambar 2.3.1. Struktur Selulosa (Granstrom, 2009) 
 
Selulosa memiliki struktur alami crystalline dan amorphous. Struktur 
crystalline ini dibentuk oleh adanya ikatan hidrogen dan gaya Van der Waals 
yang besar sehingga membentuk struktur kristal yang kompak disebut microfibrils  
(Chen, 2014). Oleh sebab itu, selulosa memiliki sifat tidak larut dalam air, namun 
larut dalam larutan asam dan basa pada suhu ruang (Granström, 2009). Struktur 
kristal dan adanya lignin serta hemiselulosa di sekeliling selulosa menjadi 
hambatan utama untuk menghidrolisis selulosa. Proses hidrolisis selulosa dapat 
dilakukan dengan menggunakan enzim atau asam yang akan menghasilkan 
selodekstrin yang mengandung 30 satuan glukosa atau lebih, kemudian 
selobiosa dan glukosa.  
Selulosa terdapat pada hampir seluruh kerajaan organisme, baik itu 
Monera, Protoctista, Fungi, Metazoa, juga Metaphyta (Hayashi et al., 2005). 
Pada kerajaan Monera, bakteri Acetobacter xylinum adalah mikroorganisme yang 
dikenal menghasilkan selulosa tertinggi. Selulosa dari acetobacter disintesis 
pada membran plasma dan diproduksi sebagai suatu benang halus. Selain itu 
ada pula kelompok bakteri Gluconacetobacter, Sarcina, Agrobacterium, 
Rhizobium, Rhodobacter, dan Agrobacterium yang dapat menghasilkan selulosa. 
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Selulosa dapat diproduksi dari mikroorganisme dengan teknik fermentasi statis 
atau fed-batch pada suhu 25-30°C selama 5-20 hari (Hsieh et al., 2016) dan 
fermentasi submerged selama 5 hari dengan kondisi pengadukan (Lin et al., 
2014). Menurut Parte et al. (2020) selulase dari mikroba banyak digunakan di 
berbagai industri, misalnya industri pangan sebagai pengemulsi, stabilisator, dan 
sumber serat pangan. Selulosa juga digunakan di dunia farmasi dan medis 
sebagai jaringan penutup luka, pembuluh darah, jaringan organ tiruan, zat 
antimikroba juga bahan penyalut obat dan vitamin. 
Ascidians adalah satu satu produser selulosa dalam kerajaan Metazoa. 
Selulosa disintesis di jaringan epidermis dan dimasukkan ke dalam mantel 
pelindung yang terbuat dari sel-sel khusus bernama glomerulocytes. Pada 
kerajaan Protoctista, alga dikenal memiliki dinding sel tersusun dari selulosa. 
Gen penyandi selulosanya berbentuk komplek besar diujung yang disebut 
sebagai Terminal Complexes (TCs) berbentuk persegi panjang besar yang 
menghasilkan benang-benang halus selulosa (Somerville, 2006). Dictyostelium 
juga dikenal sebagai organisme penghasil selulosa dari kerajaan Protoctista, 
namun sintesisnya bertahap dan hanya pada organ tertentu (Hayashi et al., 
2005). 
Selulosa banyak terdapat pada tanaman sebagai bahan utama dalam 
menyusun dinding sel tanaman (Saha et al., 2006). Selulosa asal tanaman 
memiliki kemiripan struktur kimia dengan selulosa asal bakteri, namun 
menunjukkan perbedaan sifat fisik dan ukuran molekul (Czaja et al., 2007). 
Penelitian terhadap tanaman tingkat tinggi Arabidopsis menunjukkan bahwa 
selulosa disandi oleh 10 gen selulosa sintase (CesA) dan 30 gen serupa (CsL), 
yang memiliki pola D,D,D,QXXRW yang diketahui merupakan gen penyandi β-
glikosiltransferase (Hayashi et al., 2005). Menurut Somerville (2006), gen 
selulosa sintase terdiri dari 985-1088 asam amino dan merupakan protein tingkat 
tinggi atau enzim dengan banyak daerah aktif, berperan dalam mengatur 
polimerisasi monomer glukan serta inversinya serta menentukan jumlah glukan 
pada masing-masing microfibrils. Tanaman yang sedang tumbuh mengandung 
microfibrils yang terdiri dari sekitar 36 monomer 1,4-β-glukan. Microfibrils terletak 
menyilang dengan xiloglukan dan membentuk jembatan antara xiloglukan dan 
microfibril. Pelonggaran jembatan tersebut diperlukan untuk perpanjangan dan 
perluasan sel tanaman. Oleh sebab itu, selulosa memegang peranan penting 
terhadap sifat fisik dari tanaman. Selulosa terakumulasi pada jaringan xylem 
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sekunder pembentuk kambium dan cabang batang pohon. Pada tumbuhan 
angiosperma, selulosa secara umum dikenal sebagai batang serat, sedangkan 
pada tumbuhan gimnosperma, selulosa disebut sebagai batang kayu (Hayashi et 
al., 2005). Selulosa asal tanaman banyak digunakan dalam industri kertas, 
tekstil, penstabil dan pengemulsi bahan pangan, bahan pengemas hingga 
material bangunan (Qiu & Hu, 2013). Proses sintesa selulosa di alam secara 
umum melalui empat jalur seperti nampak pada Gambar 2.3.2. 
 
 
Gambar 2.3.2. Jalur sintesa selulosa di alam (Gupta et al., 2019) 
Secara alami, selulosa tidak pernah ditemui dalam keadaan murni, tetapi 
selalu berikatan dengan bahan lain seperti lignin dan hemiselulosa. Hemiselulosa 
mirip dengan selulosa, namun tersusun dari bermacam-macam jenis monomer 
gula berkarbon 5 (C-5) dan 6 (C-6), seperti xylosa, manosa, glukosa. Sedangkan 
lignin merupakan molekul kompleks yang tersusun dari unit phenylphropane 
yang terikat dalam struktur 3 dimensi (Aryani, 2012). Oleh karena itu, selulosa 
asal tanaman memerlukan beberapa tahapan modifikasi dan pemurnian sebelum 
dapat digunakan, tidak seperti selulosa asal bakteri yang lebih murni (Sannino et 
al., 2009). Tahapan pemurnian selulosa akan menghilangkan senyawa pengotor 
seperti lignin dan pectin. Adapun modifikasi kimia terhadap selulosa biasanya 
melibatkan proses esterifikasi atau esterifikasi grup karboksil yang menghasilkan 
turunan selulosa bernama selulosik yang lebih mudah digunakan di industri. 
Selulosa dan produk turunannya disebut ramah lingkungan karena mudah 
didegradasi oleh mikroorganisme selulolitik di alam (Toushik et al., 2017). Proses 
biodegradasi selulosa telah banyak dipelajari dan diketahui menyebabkan 













karena penurunan derajat kristalisasi. Beberapa contoh produk turunan selulosa 
yang larut air dan banyak digunakan antara lain metilselulosa (MC), hidroksil 
metilselulosa (HPMC), etilselulosa (EC), hidroksiletilselulosa (HEC) and natrium 
carboksilmetilselulosa (NaCMC). Beberapa contoh bahan alam yang memiliki 
kandungan selulosa dan turunannya nampak pada Tabel 2.3. berikut, 
Tabel 2.3. Kompisi serat pada bahan alam 
Material Lignoselulosa  Selulosa (%) Hemiselulosa (%) Lignin (%) 
Tongkol Jagung
b
 32-47 40 7-14 
Kulit pisang
a
 60-65 6-8 5-10 
Serbuk gergaji
d
 31-64 71-89 14-34 
Jerami
d
 28-48 - 12-26 
Sekam padi
c
 50 - 15-20 
Ampas tebu
c
 40-50 20-32 11-15 
Sumber: 
a
Widiastuti & Susanti (2018) 
b
Oyeleke et al. (2012) 
c
Purkan et al. (2015) 
d
Tan et al. (2015) 
2.4. Limbah Kulit Kopi Arabika 
Kopi (Coffea sp.) merupakan salah satu komoditas pertanian yang dinilai 
penting dan banyak dibudidayakan di seluruh dunia. Tanaman kopi (Perpugenus 
coffea), yang umumnya berasal dari benua Afrika, termasuk famili Rubiaceae 
dan genus Coffea sp. Biji kopi bukan produk homogen, ada banyak varietas dan 
beberapa cara pengolahannya. Di seluruh dunia kini terdapat sekitar 4.500 jenis 
kopi, yang dapat dibagi dalam empat kelompok besar, yakni (Rahardjo, 2012):  
a. Coffea canephora, yang salah satu jenis varietasnya menghasilkan kopi 
dagang Robusta dan paling banyak dibudidayakan di Indonesia namun hanya 
memberi kontribusi sebesar 40% dari permintaan pasar (Davis et al., 2019) 
b. Coffea arabica menghasilkan kopi dagang Arabika yang berkontribusi 
sebanyak 60% dari permintaan pasar (Davis et al., 2019) 
c. Coffea excelsa menghasilkan kopi dagang Ekselsa; dan 
d. Coffea liberica menghasilkan kopi dagang Liberika. 
 
 
Gambar 2.4.1. Tanaman Kopi : Daun, Bunga dan Buah (dokumentasi pribadi) 
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Kopi arabika dan robusta berbeda dari segi penampilan fisik, kesesuaian 
agroekologi (iklim dan ketinggian tempat), sifat kimia, dan penyajiannya yang 
berpengaruh terhadap citarasanya (Erdiansyah & Yusianto, 2012). Kopi Robusta 
banyak dibudidayakan di Indonesia karena mudah tumbuh dan lebih tahan 
terhadap hama. Namun demikian, karena kadar kafeinnya yang tinggi dan cita 
rasanya yang pahit, harga jual kopi robusta lebih murah dari kopi arabika (Alves 
et al., 2017). Beberapa perbedaan kopi arabika dan robusta disajikan pada Tabel 
2.4.1. Adapun kopi liberika dan kopi ekselsa dikenal kurang ekonomis dan 
komersial karena memiliki banyak variasi bentuk dan ukuran biji serta kualitas 
cita rasanya yang kurang diminati (Rahardjo, 2012). 
Tabel 2.4.1. Komposisi biji kopi Arabika dan Robusta  











































Mineral 3-5.4 3-5.4 
Sumber : Belitz et al. (2009) 
Sekitar 75% produksi kopi dunia didominasi oleh jenis arabika (Mussatto 
et al., 2011). Kopi arabika adalah kopi pertama yang dikenal dan dikembangkan 
di dunia. Kopi arabika merupakan tipe kopi tradisional dengan citarasa terbaik. 
Saat ini telah menguasai sebagian besar pasar kopi dunia dan harganya jauh 
lebih tinggi daripada jenis kopi lainnya. Kopi Arabika (Coffea arabica) diduga 
pertama kali diklasifikasikan oleh seorang ilmuan Swedia bernama Carl Linnaeus 
(Carl von Linné) pada tahun 1753. Tanaman Coffea arabica berasal dari Etiopia, 
dapat tumbuh dengan baik pada ketinggian 1.000-2.000 meter dari permukaan 
laut. Tanaman ini dapat tumbuh hingga ketinggian 12 meter, mempunyai sistem 
percabangan terbuka dengan daun tersebar di kedua sisi ranting berbentuk 
lonjong sepanjang 6-12 cm dan lebar 4-8 cm, berwarna hijau gelap dan 
mengkilap (Casasbuenas, 2017). Tanaman kopi arabika membutuhkan curah 
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hujan 1.500-2.500 mm per tahun. Rata-rata suhu udara yang dibutuhkan untuk 
tumbuh kembang tanaman ini berada pada kisaran 15-25°C (Orwa et al., 2009).  
Biji kopi arabika terkandung di dalam buah kopi atau yang biasa disebut 
“cherry”, yang memiliki panjang 1 cm dengan diameter 10-15 mm, berwarna 
merah hingga keunguan saat masak (Casasbuenas, 2017). Setiap buah 
mempunyai dua kantung berisi biji kopi yang diselimuti oleh lendir (mucilage) dan 
tertutup oleh kulit tanduk (parchment) dan kulit ari (silver skin). Proses 
pengolahan dilakukan untuk menghilangkan kulit yang menutupi biji kopi, melalui 
pengolahan basah maupun kering (Janissen & Huynh, 2018). Biji kopi arabika 
disebut lebih besar dibanding biji kopi robusta, dengan kadar padatan terlarut 
yang lebih rendah, sehingga memberikan nilai rendemen yang lebih rendah pula 
(Alves et al., 2017). 
 
 
Gambar 2.4.2. Komposisi Buah Kopi (Modifikasi Yuliandri (2017) dan CCTC (2018)) 
Proses pengolahan kopi arabika di Indonesia dikenal sebagai pengolahan 
basah. Poltronieri & Rossi (2016) menyebutkan bahwa metode pengolahan 
basah menggunakan air secara intensif pada setiap tahapan prosesnya. Buah 
kopi ditempatkan pada tanki mesin pengupas lalu disiram dengan air dalam 
jumlah yang cukup hingga menghasilkan biji kopi berkulit tanduk yang masih 
diselimuti lendir.  Kemudian biji kopi direndam selama 12-36 jam sehingga lendir 
terlarut dalam air dan ikut terbuang saat pembilasan. Biji kopi kemudian digiling 
untuk melepaskan kulit tanduknya, lalu dikeringkan menggunakan mesin 
pengering maupun secara tradisional di bawah sinar matahari hingga kadar air 
mencapai 12,5%. Biji kopi kemudian dimasukkan dalam karung dan disimpan di 
dalam gudang penyimpanan (Pandey et al., 2000). Pada proses pengolahan 
basah, diperoleh biji kopi arabika basah sebesar 50% dari total pengolahan dan 
limbah berupa kulit buah (pulp) sebanyak 40-42% yang banyak mengandung 
karbohidrat, mineral, dan protein, maupun asam organik seperti tanin, asam 
klorogenat dan kafein (Ulloa Rojas et al., 2003). Sedangkan pada pengolahan 
kering komponen limbah terbesar adalah kulit tanduk (husk). Metode pengolahan 
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kering menghasilkan 65% biji kopi dan 35% limbah kulit kopi (Nurfitriani & 




Gambar 2.4.3. Limbah pengolahan kopi (A) kulit buah/pulp, (B) kulit tanduk/husk, 
(C) kulit ari/silverskin, (D) ampas bubuk kopi/spent ground (Murthy & Naidu, 2012) 
Biji kopi kemudian akan disangrai sesuai selera konsumen kemudian 
digiling menjadi kopi bubuk, dengan kulit ari sebagai produk sisa dari tahapan ini 
sebesar 1-2% berat kering (Janissen & Huynh, 2018). Hampir 50% hasil produksi 
kopi di dunia diolah menjadi kopi bubuk instan (Ramalakshmi et al., 2009), dari 
proses tersebut diperoleh limbah berupa ampas bubuk kopi. Oleh sebab itu, 
sebanyak 6 juta ton ampas kopi dihasilkan tiap tahunnya di seluruh dunia. 
Adapun komposisi limbah kopi dapat dilihat pada Tabel 2.4.1. Perbedaan 
komposisi kulit kopi dipengaruhi oleh varian kopi, proses budidaya dan 
pengolahan serta metode analisa yang digunakan (Janissen & Huynh, 2018). 










Karbohidrat 44.0-50,0 57.8 44 82 
Selulosa 63 43 17.9 8.6 
Hemiselulosa 2.3 7 13.1 36.7 
Kadar air 81.4 12 59.0 11.69 
Lemak 2.5 15 – 20,0 2.2 6 
Serat total 18.0 – 21.0 31.9 62.4 60,9 
Kadar abu 8.9 6 4.7-7.0 1.6 
Protein 10,0 – 12.0 9.2 16.2 – 
18.6 
13.6 
Nitrogen 3.2 1.8 3 2.3 
Kafein 1.25 – 1.3 1.2 1.4 0,4 
Tanin 1.8 -.8.6 4.5 – 9.3 0,02 0,02 
Asam klorogenat 10,7 12.59 15.82 11.45 
Sumber : Janissen & Huynh (2018) 
 
Karena kandungan nutrisinya yang tinggi, limbah kulit kopi banyak 
ditumbuhi oleh mikroorganisme seperti bakteri, kapang, khamir dan sebagainya 
yang secara sinergis berperan pada proses biodegradasinya (Ulloa Rojas et al., 
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2003). Mikroorganisme aerob yang tumbuh selama proses biodegradasi tersebut 
dilaporkan mampu meningkatkan kadar protein, lemak dan abu, namun 
menurunkan kadar karbohidrat, fenol, tanin dan kafein pada limbah kulit kopi.  
Ketika suhu mulai naik pada proses dekomposisi aerobik, mikroorganisme 
termofilik mendegradasi karbohidrat komplek seperti hemiselulosa dan selulosa 
dengan kecepatan yang lebih tinggi daripada mikroorganisme mesofilik. Telah 
banyak penelitian yang dilakukan untuk mengidentifikasi mikroorganisme dari 
limbah kopi, seperti tampak pada Tabel 2.4.2. berikut, 
Tabel 2.4.2. Data Penelitian Mengenai Mikroorganisme dari Limbah Kopi 
Sampel Aktivitas Pustaka 







kopi yang teridentifikasi sebagai 164 
bakteri gram 20 negatif golongan 
Aeromonas, Pseudomonas, Enterobacter 
dan Serratia. 191 bakteri gram positif 
golongan Cellulomonas, Arthrobacter, 
Microbacterium, Brochothrix, Dermabacter 
dan Lactobacillus.  107 khamir dari 
golongan Pichia, Candida, Arxula dan 
Saccharomycopsis. 292 kapang dengan 
dominasi Cladosporium, Fusarium dan 
Penicillium. 
Silva et al. 
(2000) 
Biji kopi arabika di 
Tanzania 
Diperoleh sebanyak 4.0 x 10
4
 - 5.0 x 10
7
 
CFU/g khamir, dengan dominasi golongan 
Pichia kluyveri, Pichia anomala, 
Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces 
marxianus, Candida pseudointermedia, 




Biji kopi arabika yang 
difermentasi alami di 
Brazil 
Bakteri mendominasi tahapan awal 
fermentasi kopi dengan golongan Bacillus, 
Serratia, Enterobacter dan Acinetobacter 
kemudian khamir golongan 
Debaryomyces, Pichia dan Candida. 
Populasi Kapang Penicillium, Fusarium 
dan Cladosporium meningkat di akhir 
proses fermentasi. 
Silva et al. 
(2008) 
Limbah kulit buah kopi 
arabika di Yercaud, India 
Diperoleh 14 bakteri dan kapang dengan 
aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh 
Pseudomonas 





Ampas kopi bubuk di 
Jepang 
10 isolat bakteri dengan dominasi 
Streptomyces, Microbispora, and Cohnella 
dengan indeks hidrolisis mulai 2,2 hingga 
7,7 
Eida et al. 
(2012) 
Kulit buah kopi di Vietnam 38 jenis bakteri dan 18 actinomycetes 
dengan dominasi dari golongan 
Streptomyces, Actinomycetes, Clostridium 
dan Bacillus. 
Bui (2014) 
Kulit buah kopi robusta 
dan arabika di Jawa 
Sebanyak 4,7 ± 3,5 × 10
6
 CFU/g bakteri 
diisolasi dari kulit kopi arabika dan 1.5 ± 




Tabel 2.4.2. Data Penelitian Mengenai Mikroorganisme dari Limbah Kopi 
Sampel Aktivitas Pustaka 
Timur 1,5 × 10
6
 CFU/g dari kulit kopi robusta, 
dengan aktivitas tertinggi 3.38 ± 0,65 U/mL 
oleh Bacillus subtilis 
Kulit buah kopi robusta di 
Kalibendo, Jawa Timur 
Diperoleh 8 isolat dengan aktivitas enzim 
selulolitik (indeks hidrolisis tertinggi 1.5) 
dan karakteristik susuai dengan 





Kulit buah kopi arabika di 
Yunan, Cina 
Diperoleh 307 jenis bakteri, 327 khamir 
dan 50 kapang, dengan dominasi bakteri 
golongan Enterobacter diikuti oleh 
Pseudomonas sp., Pantoea sp., dan 
Bacillus sp. Golongan khamir didominasi 
oleh H. uvarum, Wickerhamomyces 
anomalus, P. kluyveri, dan Debaryomyces 
hansenii. Sedangkan kapang didominasi 
oleh golongan Geotrichum silvicola dan 
Cladosporium. 
Feng et al. 
(2016) 
 
2.5. Teknik Isolasi dan Skrining Mikroorganisme Penghasil Enzim 
Selulase 
Mikroorganisme yang terdapat di alam umumnya merupakan populasi 
campuran yang terdiri dari berbagai jenis mikroorganisme. Oleh karena itu, 
diperlukan pemisahan mikroorganisme secara spesifik untuk dapat diamati jenis, 
ciri- ciri morfologis, fisiologis, maupun karakteristik lainnya. Teknik pemisahan 
mikroorganisme tersebut dinamakan isolasi yang kemudian disertai dengan 
pemurnian. Isolasi adalah suatu teknik pemisahan mikroorganisme tertentu dari 
lingkungan ke media baru, sehingga didapatkan kultur murni (Jufri, 2020). Kultur 
murni tersebut akan memudahkan pengamatan morfologi, sifat, dan kemampuan 
biokimianya. Proses isolasi harus dilakukan secara aseptik untuk mengindari 
tumbuhnya mikroorganisme lain yang tidak diinginkan (kontaminasi) (Gottschal et 
al., 2000). 
Teknik isolasi dapat dibedakan menjadi 3, yaitu: 
 Pour Plate (Metode Penuangan) 
Metode penuangan atau yang lebih dikenal dengan pour plate adalah metode 
yang digunakan untuk menghitung jumlah koloni ada pada suatu media padat. 
Sampel mikroorganisme campuran diinokulasikan ke dalam cawan petri steril, 
kemudian ditambahkan media agar yang masih dalam keadaan cair (Sanders, 
2012). Kekurangan dari metode pour plate antara lain membutuhkan waktu 
preparasi yang cukup lama dan juga dapat membunuh mikroba yang sensitif 
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terhadap panas. Metode ini dapat menghambat pertumbuhan jamur, namun 
morfologi koloni yang terbentuk susah diamati (Ridzuan, 2011). 
 Spread Plate (Metode Penyebaran) 
Metode spread plate merupakan teknik isolasi yang digunakan untuk 
menentukan populasi mikroba dalam sampel campuran. Pada metode ini, 
sampel harus diencerkan terlebih dahulu sebelum diinokulasikan ke media 
tumbuh. Tujuan dari metode pour plate serupa dengan metode spread plate, hal 
yang membedakan adalah teknik penuangan sampel ke dalam agar (Ridzuan, 
2011). 
Sampel mikroorganisme campuran pada metode spread plate dituangkan ke 
media agar yang sudah memadat. Selanjutnya, penyebaran suspense sampel 
dilakukan dengan menggunakan batang durgalsky atau yang lebih dikenal 
dengan spreader yang sudah diaseptiskan terlebih dahulu (Sanders, 2012). 
 Streak Plate (Metode Gores Kuadran) 
Streak Plate atau metode gores kuadran adalah teknik isolasai untuk 
memisahkan koloni mikroba dari kultur campuran, dimana nantinya akan 
didapatkan koloni terpisah yang merupakan biakan kultur murni. Prinsip utama 
dari metode streak plate adalah dengan menggoreskan suspensi sampel ke 
media agar menggunakan jarum ose hingga didapatkan koloni tunggal yang 
umumnya tumbuh terpisah dari koloni yang lain (Sanders, 2012). 
Proses isolasi mikroorganisme penghasil enzim selulase umumnya 
dilakukan dengan menggunakan media khusus yang mengandung substrat 
selulosa. Substrat yang dapat digunakan pada media isolasi dapat berupa 
substrat selulosa murni seperti CMC (Carboxymethyl Cellylose), avicel, dan filter 
paper, serta selulosa kompleks seperti limbah pertanian dan pekebunan yang 
mengandung lignoselulosa (Meryandini et al., 2010).  
Menurut Sethi et al. (2013), isolasi mikroorganisme penghasil enzim 
selulase dilakukan dengan mendilusikan sampel secara pour plate (metode 
tuang) maupun metode spread plate (metode penyebaran) ke media CMC agar 
dan diinkubasi pada suhu optimum selama 24 jam. Proses skrining 
mikroorganisme penghasil enzim selulase dilakukan dengan melakukan 
pewarnaan menggunakan Congo Red, dimana koloni yang menghasilkan enzim 
selulase ada terbentuk zona bening di sekitarnya. Selanjutnya dilakukan uji 
lanjutan berupa uji kuantitatif seperti uji DNS atau Nelson Somogyi untuk pada 
koloni bakteri yang diduga menghasilkan enzim selulase. 
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Congo Red atau natrium benzidindiazo-bis-1-naftilamin-4-sulfonat 
memiliki rumus molekul C32H22N6Na2O6S2 (Gambar 2.5). Congo Red dapat 
membentuk koloid berwarna merah di dalam air, dan memiliki kelarutan yang 
baik pada pelarut organik.  Bahan ini dapat menyebabkan reaksi alergi serta 
bersifat karsinogenik, sehingga harus digunakan dengan sangat hati-hati 
(Khurana et al., 2001). 
 
Gambar 2.5.1. Struktur Molekul Congo Red (Khurana et al., 2001) 
Analisis kualitatif aktivitas selulolitik pada mikroorganisme dapat dilakukan 
dengan melakukan pengukuran zona bening yang terbentuk di sekitar koloni 
setelah ditetesi dengan Congo Red sebagai indikasi awal. Menurut Pérez et al. 
(2002), zona bening yang terbentuk di sekitar koloni menunjukkan adanya 
aktivitas enzim selulase yang menghidrolisis substrat selulosa pada media 
menjadi senyawa yang lebih sederhana yaitu glukosa (Gambar 2.5.2). Semakin 
luas zona bening yang terbentuk, maka secara kualitatif potensi aktivitas selulase 
juga dianggap semakin besar. 
 
 
Gambar 2.5.2. Zona Bening yang Terbentuk Setelah Pewarnaan Menggunakan 
Congo Red (Novitasari, 2019) 
Pada prinsipnya, Congo Red akan berikatan dengan ikatan  β-1,4-
glikosidik pada selulosa (Gambar 2.5.3.) sehingga akan menghasilkan warna 
merah walaupun sudah dilakukan penghilangan warna menggunakan NaCl. 
Pencucian menggunakan NaCl bertujuan untuk memperjelas zona bening yang 
terbentuk agar lebih mudah diamati (Pérez et al., 2002). Rantai panjang pada 
media CMC yang banyak tersusun atas struktur amorf (tidak beraturan) 
menyebabkan bahan ini mudah dipecah oleh mikroorganisme selulolitik. Enzim 
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endo-β-1,4-glukanase akan menghidrolisis rantai pada CMC sehingga dihasilkan 
rantai selulosa yang lebih pendek atau oligosakarida. Oleh sebab itu, ketika 
suatu isolat memiliki kemampuan selulolitik yang mampu menghidrolisis ikatan  
β-1,4-glikosidik pada selulosa menjadi produk yang lebih sederhana akan 
dihasilkan zona bening ketika ditetesi dengan Congo Red. Sedangkaan pada 
daerah yang masih mengandung selulosa akan berikatan dengan reagen Congo 
Red dan menghasilkan warna merah (Sinatryani et al., 2014). 
 
Gambar 2. 5.3. Interaksi antara Congo Red (biru) dan Selulosa (abu-abu) (Mazeau & 
Wyszomirski, 2012) 
2.6. Identifikasi Molekular Bakteri Penghasil Selulase 
Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa 
metode seperti berdasarkan morfologi dan karakteristik pertumbuhan (ukuran sel, 
parameter fisik, karakteristik pertumbuhan, pewarnaan), berbasis aktivitas 
biokimia (analisis kandungan senyawa kimia dan metabolit yang dihasilkan oleh 
bakteri), metode berbasis imunitas dan serologi serta secara molekuler 
(Chamski, 2011). 
Pada tahun 1940 muncul metode pengklasifikasian bakteri secara 
molekular dengan pendekatan genetik. Pendekatan genetik digunakan untuk 
mengukur kedekatan dan kekerabatan antara isolat-isolat bakteri. Proses 
pengklasifikasian tersebut dikembangkan sampai pada akhirnya ditemukan 
metode baru, yaitu menggunakan metode analisis urutan DNA yang menyandi 
gen 16S rRNA (Murray & Holt, 2001). 
16S rRNA adalah gen yang dimiliki oleh organisme prokariot dan paling 
sering digunakan untuk melihat hubungan kekerabatan antar organisme. Gen 
16S rRNA ini digunakan untuk analisis filogeni karena penyebarannya universal, 
tidak berubah secara fungsional, memiliki daerah yang bersifat lestari karena 
mengalami perubahan yang lambat sehingga dapat digunakan untuk proses 
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identifikasi dan memiliki panjang nukleotida yang sesuai untuk menentukan 
seberapa jauh hubungan evolusi yang terjadi antar organisme. Satu pasangan 
primer dapat menargetkan gen 16S rRNA dari berbagai spesies bakteri pada 
saat proses PCR. 16S rRNA mempunyai fungsi untuk menerjemahkan posisi 
protein dari ribosom (Ntushelo, 2013). 
Pembuatan pohon filogeni hasil analisis 16S rRNA biasanya 
menggunakan Metode Neighbor-Joining. Metode Neighbor-Joining pada awalnya 
ditulis oleh Saitou dan Nei pada tahun 1987. Metode ini termasuk ke dalam kelas 
metode berbasis jarak yang digunakan untuk membuat pohon evolusi. Metode 
Neighbor-Joining menggunakan jarak evolusi berpasangan antara urutan yang 
diberikan untuk membuat pohon filogeni. Jarak berpasangan biasanya diperoleh 
dari algoritma pensejajaran urutan seperti BLAST yang menyelaraskan setiap 
urutan gen ke setiap urutan gen lainnya. Nilai penyelarasan dapat digunakan 
sebagai perkiraan jarak evolusioner antara sekuens. Prinsip metode ini adalah 
menemukan pasangan unit operasional taksonomi yang meminimalkan total 
cabang pada setiap tahap pengelompokan unit operasional taksonomi yang 
dimulai dengan pohon seperti bintang. Panjang cabang dan topologi pohon dapat 
dengan cepat diperoleh dengan menggunakan metode ini (Kumar & Gadagkar, 
2000). Metode Neighbor-Joining biasanya digunakan dalam merekontruksi pohon 
filegeni karena kecepatan perhitungan statistik dan akurasi yang tinggi dalam 
inferensi pohon filegeni (Elias & Lagergren, 2009). 
2.7. Aktivitas Enzim Selulase 
Aktivitas enzim didefinisikan sebagai kecepatan pengurangan substrat 
atau kecepatan pembentukan produk pada kondisi optimum. Aktivitas enzim 
selulase yang telah dihasilkan dapat dihitung dengan menggunakan data kadar 
glukosa relatif. Satu unit aktifitas enzim didefinisikan sebagai banyaknya 1 µmol 
glukosa yang dihasilkan dari hidrolisa media oleh 1 mL enzim selulase selama 
proses inkubasi (Putri, 2016). 
Metode pengujian aktivitas enzim selulase dibedakan menjadi dua 
pendekatan, yakni penentuan aktivitas enzim selulase tunggal (endoglukanase, 
eksoglukanase dan β-glukosidase) serta pengukuran total sakarifikasi dari sistem 
enzim selulase kasar (Sharrock, 1988). Sedangkan Zhang et al. (2006) membagi 
proses pengujian aktivitas selulase menjadi tiga kelompok yakni, pengujian yang 
menargetkan pengukuran seluruh produk hasil hidrolisis, pengujian yang 
memantau kuantittas substrat yang digunakan, serta pemantauan perubahan 
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sifat fisiko kimia subtrat yang digunakan. Secara umum, metode pengujian 
aktivitas enzim selulase dilakukan dengan perhitungan kadar gula reduksi yang 
menyatakan produk akhir proses hidrolisis selulosa. Hasil pengujian dinyatakan 
sebagai kapasitas hidrolisis enzim (Dashtban et al., 2010). 
Aktivitas total sistem enzim selulase dapat diukur dengan menggunakan 
kertas saring Whatman No.1, dikenal dengan metode Filter Paper Assay (FPA) 
yang dikembangkan oleh Mandels & Weber (1969). Hasil pengujian FPA 
mendefinisikan mikromolekul glukosa yang dibebaskan per menit pada kondisi 
pengujian. Proses pengujian dikondisikan pada suhu dan pH tertentu sesuai 
dengan karakteristik enzim selulase yang diuji. Pengukuran aktivitas enzim 
selulase secara individual dilakukan dengan menggunakan substrat tertentu 
seperti CMC untuk aktivitas endoglukanase, avicel untuk eksoglukanase dan 
pNPG (p-nitrophenyl-β-d-glucoside) dan sellobiose untuk pengujian β-
glukosidase. Kedua metode pengujian tersebut dilanjutkan dengan pengukuran 
total glukosa berdasarkan metode Miller et al. (1960) dengan menggunakan 
reagen Dinitrsalisilic Acid (DNS). 
Metode yang sering digunakan yaitu metode Dinitrosalicylic (DNS). 
Metode Dinitrsalisilic Acid (DNS) sepuluh kali lebih sensitif dibandingkang 
dengan metode nelson, dan lebih mudah serta aman dibanding metode Nelson-
Somogy. Metode DNS menggunakan pereaksi reagen DNS untuk mengukur 
kadar gula reduksi yang dihasilkan oleh mikroba setelah menghidrolisis substrat. 
Metode ini memiliki tingkat ketelitian yang tinggi sehingga dapat diaplikasikan 
pada gula dengan kadar yang sangat kecil. Namun, penggunaan reagen DNS 
untuk pengujian akan mengalami ketidakstabilan apabila terjadi kontak langsung 
dengan cahaya. Hal ini bisa diatasi dengan proses penyimpanan reagen DNS 
yang diletakkan pada ruangan yang terhindar dari sinar matahari secara 
langsung (Putri, 2016). Reagen DNS merupakan senyawa aromatis yang akan 
bereaksi dengan gula reduksi dan membentuk asam-3-amino-5-dinitrosalisilat 
yang merupakan suatu senyawa yang mampu menyerap gelombang 
elektromagnetik pada panjang gelombang 540 nm (Hasanah & Saskiawan, 
2015).  
Prinsip pengujian dengan metode DNS yaitu gugus aldehid pada rantai 
polisakarida dioksidasi menjadi gugus karboksil, pada saat bersamaan gugus 
aldehid gula akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi asam 3-amino-5-
nitrosalisilat (Gambar 2.7). Adanya gula tereduksi pada sampel akan bereaksi 
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dengan larutan DNS yang awalnya berwarna kuning menjadi jingga kemerahan 
(Irawati, 2016).  
 
Gambar 2.7. Reaksi reagen DNS dengan gula reduksi (Sumarlin et al., 2013) 
Menurut Dashtban et al. (2010) garam rochelle atau Na-K-Tartrate yang 
ditambahkan pada pereaksi DNS berfungsi untuk menurunkan kecenderungan 
oksigen terlarut dengan meningkatkan konsentrasi ion dalam larutan pereaksi. 
Adapun fenol berfungsi untuik meningkatkan konsentrasi warna yang terbentuk 
dari hasil reaksi. Natrium bisulfit berfungsi untuk menyetabilkan warna yang 
terbentuk dan bereaksi dengan oksigen dalam larutan buffer. Sedangkan larutan 
buffer dibutuhkan untuk melangsungkan reaksi redoks antara DNS dengan 
glukosa maupun gula reduksi lainnya. Pereaksi DNS akan ditambahkan di akhir 
tahapan analisa yang diikuti dengan pemanasan larutan campuran untuk memicu 
perubahan warna yang seutuhnya.  
2.8. Carboxymethyl Cellulose (CMC) 
Carboxymethyl Cellulose atau yang juga lebih dikenal dengan CMC 
merupakan polielektrolit amoniak turunan dari selulosa. Rumus molekul dari 
CMC adalah C8H16NaO8 (Gambar 2.8.). Carboxymethyl Cellulose  (CMC) 
berbentuk butiran atau serbuk yang bersifat biodegradable, tidak berwarna, tidak 
berbau, tidak beracun, tidak menyebabkan alergi, tidak bereaksi dengan 
senyawa organik, mudah larut dalam air, namun tidak larut dalam larutan 
organik. Tingkat kelarutan dari CMC dipengaruhi oleh pH, dimana CMC akan 
stabil pada rentang pH 3-10 dan akan mengendap pada pH kurang dari 3 (Rizal 
et al., 2016). Pada suhu tinggi tingkat viskositas CMC akan menurun, namun 
bersifat sementara dan dapat kembali (reversible).  
CMC umum digunakan sebagai substrat dalam pengujian aktivitas enzim 
endoglukanase sejak diperkenalkan oleh Mendels pada tahun 1976 sebagai 
metode CMCase. Pada metode tersebut, aktivitas endoglukanase diukur 
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berdasarkan jumlah gula reduksi yang dihasilkan setelah 5 menit reaksi hidrolisis 
dengan 0,5% CMC pada pH 4.8 dan suhu 50°C. Endoglukanase dapat 
menghidrolisis secara acak rantai glikosidik dari selulosa dapn produk 
turunannya yang memiliki derajat polimerisasi (DP) yang tinggi, seperti CMC. 
 
Gambar 2. 8. Struktur Molekul Carboxymethyl Cellulose (Hong, 2013) 
Saat ini CMC menjadi salah satu bahan yang banyak diminati di dunia 
karena pemanfaatannya yang luas, mudah digunakan, serta harganya murah. 
Terdapat empat fungsi utama dari carboxymethyl cellulose, yaitu untuk 
pengental, stabilisator, pembentuk gel, dan pengemulsi. Pemanfaatan CMC 
dalam berbagai bidang industri dapat dilihat pada Tabel 2.8. 
Tabel 2.8. Aplikasi CMC di Berbagai Industri  
Bidang industri Aplikasi 
Pertanian  Pengendalian penyakit dan patogen tanaman, meningkatkan 
perkecambahan biji dan memperbaiki sistem perakaran, 
mengurangi ketergantungan pada pupuk mineral.  
Biokonversi Konversi bahan selulosa menjadi etanol, pelarut lainnya, asam 
organik dan protein sel tunggal, lipid, produksi pakan ternak kayak 
energi.  
Deterjen Deterjen berbasis selulase tidak merusak serat, meningkatkan 
kecerahan warna, menghilangkan tonjolan kasar pada kain katun.  
Fermentasi  Meningkatkan penekanan dan ekstraksi warna anggur, 
meningkatkan aroma anggur, meningkatkan fermentasi utama dan 
kualitas bir.  
Makanan  Melepaskan senyawa antioksidan dari buah dan sayuran, 
meningkatkan yield pada ekstraksi pati dan protein. 
Pulp dan kertas Bahan tambahan pada proses pemutihan pulp, meningkatkan 
kecerahan serat, kekuatan, dan kelembutan serta kebersihan pulp.  
Tekstil Biostoning jeans, biopolishing dari serat tekstil, meningkatkan 
kualitas kain. 
Lain - lain  Meningkatkan ekstraksi karotenoid, meningkatkan oksidasi dan 
stabilitas warna karotenoid, ekstraksi minyak zaitun lebih baik, 
mengurangi limbah biomassa.  
Sumber : Kuhad et al. (2011) 
Meskipun CMC banyak digunakan sebagai substrat dalam pengujian 
aktivitas enzim selulase, terdapat beberapa catatan yang harus diperhatikan 
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mengingat kemungkinan subtituen glukosa terdapat pada beberapa jenis CMC 
yang dapat mempengaruhi proses kuatifikasi aktivitas enzim selulosa. Oleh 
sebab itu, kuantifikasi gula reduksi yang terbentuk selama proses hidrolisis 
sangat dipengaruhi oleh jenis CMC yang digunakan (Eveleigh et al., 2009). Dua 
variabel penting terhadap sifat fisiko kimia CMC adalah tingkat subsitusi (DS) dan 
derajat polimerisasi (DP) karena dapat mempengaruhi kelarutan dan 
viskositasnya. Pengujian aktivitas enzim endoglukanase maupun pengujian 
viskositas disarankan menggunakan maksimal 2% (b/v) CMC sebagai substrat 
dengan DS 0,7 untuk memastikan bahwa hanya glukosa non subsitusi yang 
dapat diakses oleh endoglukanase. Selain itu, DP dari CMC merupakan faktor 
penting yang mempengaruhi pengurangan viskositas larutan, sehingga perlu 
digunakan CMC non ionik dalam pengujian aktivitas endoglukanase (Dashtban et 
al., 2010). 
 
2.9. Pemurnian Enzim  
Secara umum, proses pemurnian enzim ditujukan untuk memperoleh 
enzim dengan hasil (yield), aktivitas dan tingkat kemurnian yang maksimal. 
Prinsip dasar pemurnian enzim adalah melakukan ekstraksi. Lalu dilanjutkan 
dengan isolasi/ memisahkan enzim yang diinginkan dari komponen sel yang lain 
seperti karbohidrat, protein lain, asam nukleat dan molekul-molekul lainnya. 
Proses pemurnian enzim dirasa cukup apabila sudah tidak ada lagi kontaminan 
yang mengganggu aktivitas enzim, substrat maupun produk yang dihasilkan 
Proses pemurnian dapat dilakukan dengan memanfaatkan sifat-sifat enzim yaitu 
berdasarkan muatan, ukuran, dan afinitas (Sutrisno, 2017).  
Tahap awal pemurnian enzim adalah menentukan sumber enzim 
tersebut, apakah dari mikroorganisme, tanaman maupun hewan. Kemudian perlu 
diketahui pula jenis enzim yang akan dipurifikasi, apakah intraseluler (enzim 
terdapat di dalam sel) ataukah ekstraseluler (enzim disekresikan ke luar sel), hal 
ini disebabkan pemurnian enzim ekstraseluler lebih mudah dan murah dibanding 
upaya ekstraksi enzim intraseluler. Pada proses pemurnian enzim harus 
diperhatikan dan dihindari hal-hal yang dapat mengakibatkan inaktivasi enzim 
atau menurunnya aktivitas enzim. Menurut (Sutrisno, 2017), metode pemurnian 
enzim secara umum adalah persiapan sel, homogenisasi, fraksinasi komponen 
pengotor, presipitasi protein dengan garam, pemisahan garam dengan dialisis, 
pemurnian lanjutan dan karakterisasi enzim pada kondisi tertentu. 
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2.9.1. Pengendapan Enzim Menggunakan Ammonium Sulfat  
Metode pemurnian enzim dengan pengendapan biasanya dilakukan 
dengan penambahan amonium sulfat, pelarut organik, dan polimer dengan berat 
molekul tinggi. Garam yang digunakan dalam presipitasi dapat berupa 
ammonium sulfat, sodium sulfat dan sebagainya tergantung kepada jenis protein. 
Pemekatan protein dengan menambahkan amonium sulfat ke dalam larutan 
enzim merupakan cara yang banyak dilakukan (Burgess, 2009). 
Penambahan ion garam dapat mempengaruhi kelarutan protein. Pada 
konsentrasi rendah, ion-ion garam akan melindungi molekul protein dan 
mencegah bersatunya molekul protein lain sehingga protein akan terlarut (salting 
in). Namun pada konsentrasi garam tinggi (jenuh), terjadi peningkatan muatan 
listrik di sekitar protein, sehingga garam akan menarik air dari protein. Interaksi 
hidrofobik antara protein pada suasana ionik tinggi akan menurunkan kelarutan 
protein dalam air sehingga menyebabkan terjadinya pengendapan sehingga 
komponen protein dan zat terlarut akan terpisahkan (salting out). Garam yang 
umum digunakan dalam proses fraksinasi enzim adalah garam ammonium sulfat 
karena memiliki keuntungan yaitu harganya lebih murah, tidak bersifat toksik, 
solubilitasnya tinggi dan cenderung tidak mempengaruhi struktur protein 
(Wingfield, 1998).  
Amonium sulfat atau (NH4)2SO4 adalah garam anorganik yang terbentuk 
dari reaksi antara asam sulfat dengan dua ammonia. Memiliki berat molekul 
132.14 g/mol, titik leleh diatas 280°C, berbentuk padat, berwarna putih dan 
sangat larut air (USCG, 1999). Amonium sulfat mengandung 21% unsur nitrogen 
dan 24% unsur belerang. Apabila dipanaskan hingga suhu 250 °C, dan pertama-
tama membentuk amonium bisulfat. Jika dipanaskan pada suhu yang lebih tinggi, 
amonium sulfat akan terurai menjadi amonia. nitrogen, sulfur dioksida, dan air. 
 
Gambar 2.9.1. Struktur Amonium Sulfat (USCG,1999) 
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Dennison (2002) mengungkapkan bahwa ammonium sulfat telah 
digunakan secara umum pada proses pemurnian enzim. Hal ini disebabkan 
sifatnya yang larut air serta tidak mempengaruhi aktivitas enzim. Keunggulan lain 
dari ammonium sulfat dalam pengendapan protein yaitu tidak menghasilkan 
panas yang berlebihan sehingga mampu mencegah denaturasi, dapat 
mengendapkan sebagian besar protein terlarut, dan memiliki densitas rendah, 
yakni 1,235 g/cm3 sehingga tidak mempengaruhi pengendapan protein saat 
sentrifugasi. 
Proses presipitasi enzim selulase secara umum dilakukan dengan 
penambahan garam ammonium sulfat konsentrasi 50 – 80% dengan proses 
pengadukan terus menerus pada kondisi suhu 4°C selama semalaman untuk 
kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10,000 rpm selama 20 pada suhu 4°C 
hingga diperoleh pellet yang dilarutkan pada bufer pH tertentu (Al-Kharousi et al, 
2015). Beberapa peneliti menyebutkan bahwa aktivitas enzim selulase 
maksimum dan kemurnian tertinggi diperoleh dengan penambahan garam 
ammonium sulfat hingga titik kejenuhan 80% (Al-Kharousi et al., 2015; Cano-
Ramírez et al., 2017; Gaur & Tiwari, 2015; Islam & Roy, 2018). 
 
2.9.2. Dialisis  
Dialisis adalah transpor molekul dalam proses difusi melalui membran 
semipermeable. Dialisis digunakan untuk menghilangkan kelebihan garam pada 
proses pemurnian enzim. Pada proses dialisis terjadi perpindaan garam 
ammonium sulfat dari sampel dengan larutan buffer dalam dialisat. Protein 
ditempatkan dalam membran semipermeable yang direndam di dalam larutan 
buffer. Ukuran pori dari membran tersebut antara 1-20 nm yang menunjukkan 
berat molekul terkecil yang tertahan di dalam membran (Sumardi, 2005 dalam 
Rohma, 2015). Ion-ion garam yang memiliki ukuran molekul lebih kecil 
dibandingkan dengan protein akan lebih mudah lolos melalui pori-pori membran 
semipermeable yang memiliki ukuran pori lebih kecil dari molekul protein 
sehingga protein akan tertahan di dalam membran. Difusi garam dari satu sisi 
membran ke sisi yang lain terjadi karena adanya gradien konsentrasi dan 
kecepatan difusi bergantung pada ukuran molekul (Sari, 2012 dalam Oliviani, 





Gambar 2.9.2. Proses Dialisis Enzim (Berg et al., 2002) 
Pengujian akhir waktu dialisis dilakukan dengan menambahkan 2 tetes 
larutan BaCl2 pada 1 ml bufer rendaman kantong selofan. Pembentunkan 
endapan putih menunjukkan tingginya kadar garam pada enzim yang didialisis. 
Endapan putih terbentuk karena adanya pembebasan BaSO4 yang 
mengindikasikan bahwa ion NH4 dan SO4 masih dilepaskan dari kantong selofan.  
Oleh karena itu, proses dialisi dihentikan ketika sudah tidak terbentuk endapan 
putih pada sampel bufer yang diuji. Penggantian bufer perendam harus dilakukan 
secara berkala agar ion NH4 dan SO4 yang dikeluarkan dapat segera dihilangkan 
(Sumardi, 2005 dalam Rohma, 2015). 
Menurut Nguyenhuynh et al. (2017) mekanisme pemisahan dengan 
membran didasari oleh selektivitas komponen berdasarkan berat molekulnya (1 
g/mol = 1 Dalton = 1 Da). Membran pada kantong selofan memiliki kisaran batas 
berat molekul tertahan (molecular weight cutoff/MWCO) antara 5 hingga 50 kDa. 
Enzim selulase dapat dipisahkan dari komponen pengotor lain karena memiliki 
berat molekul mulai dari 5-90 kDa sehingga tertahan di dalam membran, 
sedangkan komponen kecil seperti glukosa (180 Da) dan selobiosa (300 Da) 
dapat keluar dari pori membran dan melarut pada buffer yang dibuang selama 
proses dialisis.  
Larutan buffer yang digunakan harus disesuaikan dengan karakteristik 
enzim selulase yang dimurnikan. Adapun beberapa larutan buffer yang dapat 
digunakan pada proses dialisis enzim selulase antara lain bufer 50 mM Na-fosfat 
pH 5 atau Na-fosfat pH 7 (Islam & Roy, 2018), 0,1M Na-asetat pH 5.2 
(Champasri et al., 2015), dan sebagainya. 
 
2.10. Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim  
Menurut Alam et al., (2013), enzim selulase merupakan biokatalisator 







mempengaruhi konformasi protein enzim dan juga berpengaruh terhadap 
kemungkinan pengikatan substrat oleh enzim. Oleh sebab itu, penentuan kondisi 
optimum aktivitas enzim perlu dilakukan agar reaksi enzimatis dapat berjalan 
dengan maksimal.  
 
2.10.1. Suhu 
Suhu dapat mempengaruhi aktivitas enzim selulase (Alam et al., 2013) 
Pada suhu rendah, di bawah suhu optimum aktivitas enzim, reaksi enzimatis 
akan berlangsung lambat karena kurangnya energi kinetik yang dapat 
menyebabkan pembentukan kompleks enzim dengan substrat. Sedangkan 
kenaikan suhu akan mempercepat reaksi hingga suhu optimum tercapai dan 
reaksi enzimatis antara substrat dan enzim dapat terjadi secara maksimum. Pada 
suhu optimum reaksi enzimatis berlangsung paling cepat karena aktivitas enzim 
maksimum. Peningkatan suhu menyebabkan aktivitas ekstrak kasar enzim 
meningkat. Hal ini disebabkan oleh meningkatkan energi kinetik, sehingga 
menambah intensitas tumbukan antara substrat dengan enzim. Pada suhu 
optimum, tumbukan antara enzim dan substrat sangat efektif, sehingga 
pembentukan kompleks enzim-substrat makin mudah dan produk yang terbentuk 
meningkat (Baharuddin et al., 2014). 
Kenaikan suhu yang melewati suhu optimum dari aktivitas enzim akan 
menyebabkan terjadinya perubahan konformasi protein enzim sehingga gugus 
reaktif terhambat bahkan mengalami denaturasi dan kehilangan aktivitas 
katalitiknya (inaktivasi). Denaturasi pada enzim dan menurunkan kecepatan 
reaksi enzimatis. Denaturasi yang terjadi pada enzim akan menyebabkan 
perubahan sisi aktif enzim sehingga enzim tidak mampu berikatan secara 
spesifik dengan substrat (Worthington et al., 2016). Proses inaktivasi enzim pada 
suhu yang sangat tinggi berlangsung melalui dua tahap yaitu diawali dengan 
pembukaan parsial struktur sekunder, tersier dan atau kuartener molekul enzim 
akibat putusnya ikatan-ikatan kovalen maupun ikatan hidrofobik dan selanjutnya 
terjadi perubahan struktur primer enzim karena adanya kerusakan asam-asam 
amino tertentu oleh pemanasan.Kenaikan suhu akan mengubah struktur protein 
yang menyusun enzim sehingga terjadi pemutusan interaksi nonkovalen (ikatan 
hidrogen, gaya van der Waals dan interaksi lainnya) yang menopang struktur tiga 
dimensi (Baharuddin et al., 2014). Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim 





Gambar 2.10.1. Kurva aktivitas enzim selulase pada suhu tertentu (Jang & Chen, 
2003) 
Kelarutan protein globular akan meningkat hingga suhu 40-50°C. Suhu 
diatas 50°C cenderung merusak struktur tersier dan menyebabkan denaturasi 
serta penurunan yang tajam terhadap kelarutan protein. Pada enzim selulase, 
efek tersebut linier dengan perubahan aktivitas antara lain kecepatan reaksi 
meningkat seiring dengan peningkatan suhu akibat meningkatnya gesekan antar 
molekul hingga terjadi penguraian struktur globuler dan menyebabkan penurunan 
aktivitas (Van den Burg, 2003). 
Bakare et al. (2005) menemukan bahwa enzim selulase yang diproduksi 
oleh Pseudomonas fluorescence aktif pada kisaran suhu 30-35°C dengan suhu 
optimum 35°C. Sedangkan endoglukanase yang diproduksi oleh Celullomonas, 
Bacillus dan Micrococcus sp. memiliki suhu optimum 40°C (Immanuel et al., 
2006). Sedangkan menurut Jang & Chen (2003) enzim selulase yang diperoleh 
dari aktinomisetes asal limbah organik di Taiwan memiliki suhu optimum pada 
50°C (Gambar 2.10.1.). Aktivitas enzim meningkat seiring dengan peningkatan 
suhu kemudian menurun setelah suhu optimum aktivitasnya. Hasil serupa juga 
disampaikan oleh Amouri & Gargouri (2006) yang mengarakterisasi enzim β-
glukosidase dari kapang Stachybotrys sp. Touijer et al. (2019) mengungkapkan 
hal serupa mengenai enzim selulase dari khamir Trichosporon sp. 
 
2.10.2. pH 
Enzim selulase merupakan protein yang memiliki kemampuan biokimia 
dalam mengkatalisis suatu reaksi. Tingginya aktivitas enzim selulase berkaitan 
dengan gugus aktif yang berikatan dengan substrat. Perubahan pH media dapat 
mempengaruhi ionisasi dari gugus samping pada asam amino. Hal ini juga dapat 



















mempengaruhi konformasi enzim dan substrat dalam mempertahankan struktur 
tersier dan kuartener enzim aktif (Oyeleke et al., 2012).  
Rantai protein pada enzim memiliki muatan dan kecenderungan untuk 
saling menarik ataupun menolak. Pada lingkungan dengan pH yang lebih rendah 
atau lebih tinggi dari titik isoelektriknya, protein pada enzim akan bermuatan 
positif atau negatif hingga menimbulkan interaksi antar protein maupun molekul 
air dan mempengaruhi kelarutannya. Pada nilai pH yang tidak jauh dari titik 
isoelektrik, protein enzim menunjukkan interaksi yang kecil dengan molekul air 
dan total muatan yang terbentuk terlalu kecil untuk mempengaruhi rantai 
polipeptida (Silva et al., 2018). 
Reaksi enzim dipengaruhi oleh pH medium tempat berlangsungnya 
reaksi, sehingga pada setiap reaksi enzimatis membutuhkan larutan bufer 
dengan pH tertentu sesuai karakteristik enzim. Salah satu enzim selulase yaitu 
enzim endo-1,4--glukanase mempunyai aktivitas tertinggi pada pH 7. Enzim 
tersebut secara aktif mendegradasi CMC pada kisaran pH netral sampai pH 
asam (pH 4-7). Secara umum pengaruh pH terhadap aktivitas enzim selulase 
diilustrasikan pada Gambar 2.10.2. 
 
 
Gambar 2.10.2. Kurva aktivitas enzim selulase pada pH tertentu (Jang & Chen, 2003) 
Diketahui bahwa endoglukanase dari Cellulomonas, Bacillus dan 
Micrococcus spp. mampu menghidrolisis substrat pada rentang pH 4,0 – 9,0 
dengan aktivitas maksimum pada pH 7 (Immanuel et al., 2006). Menurut Alam et 
al. (2013) enzim selulase dari bakteri asal tanah kompos di Jawa Tengah 
menunjukkan aktivitas optimum pada pH 8, seperti halnya yang diungkapkan 
Jang & Chen (2003) mengenai pH optimum enzim selulase dari aktinomisetes 
asal limbah organik di Taiwan (Gambar 2.10,2.). Sedangkan Amouri & Gargouri 




















sebesar 5 dan terus menurun seiring peningkatan nilai pH. Sama halnya dengan 
Touijer et al. (2019) yang mengungkapkan bahwa pH optimum dari enzim 
selulase khamir Trichosporon sp. adalah 5. 
 
2.10,3. Pengaruh ion logam dan zat tambahan lain 
Senyawa kofaktor yang berupa ion logam ada yang berpotensi 
meningkatkan aktivitas enzim yang disebut sebagai aktivator enzim, ada pula ion 
logam yang menghambat aktivitas enzim yang disebut inhibitor enzim. 
Kemampuan logam tertentu untuk berikatan dengan banyak ligan menyebabkan 
logam dapat ikut serta dalam pengikatan substrat atau koenzim ke enzim dan 
menimbulkan polarisasi gugus aktif enzim. Ion logam dapat mendukung 
efiesiensi katalitik enzim. Ion logam dapat membantu reaksi katalitik dengan cara 
mengikat substrat pada sisi pemotongan. Selain itu beberapa ion logam juga 
dapat mengikat enzim untuk menstabilkan konformasi aktifnya (Engel et al., 
2010). Kebanyakan aktivator adalah ion-ion anorganik, terutama ion logam atau 
kation. Ion-ion logam ini umumnya ditambahkan dalam bentuk garam, misalnya 
ion Ca2+ dalam bentuk garam klorida.  
Menurut Gaur & Tiwari (2015) enzim selulase dari Bacillus vallismortis 
RG-07 diaktivasi oleh ion Ca2+, Mg2+ dan Na1+, dengan konsentrasi 10 mM 
memberi pengaruh yang lebih kuat dibanding konsentrasi 5 mM. Namun, 
diketahui pula bahwa aktivitas enzim selulase  dari Bacillus vallismortis RG-07 
sedikit dihambat oleh ion Ni2+, Cu2+, Zn2+ dan dihambat dengan kuat oleh ion 
Mn2+,Hg2+ (Gaur & Tiwari, 2015). Proses penghambatan aktivitas enzim selulase 
disebabkan oleh kemampuan ion Hg2+ untuk berikatan dengan grup tiol, residu 
tritofan maupun gugus karboksil dari residu asam amino enzim. Sedangkan 
penghambatan oleh ion Co2+ dan Cu2+ dapat terjadi akibat kompetisi dari kation 
dari lingkungan dengan kation yang terdapat pada rantai protein enzim dan 
menyebabkan menurunkan kemampuan enzim untuk berinteraksi dengan ion 
logam.  
Selain ion logam, terdapat zat tambahan lain yang mempengaruhi 
aktivitas enzim selulase seperti surfaktan, deterjen non ionik seperti Tween dan 
Triton X maupun ionik seperti sodium dodecyl sulfate (SDS) serta urea. Pada 
konsentrasi rendah, zat ini dapat meningkatkan aktivitas enzim selulase dengan 
meningkatkan luas permukaan enzim sehingga memicu interaksi antara enzim 
dan substrat. Namun, pada konsentrasi tinggi, diatas konsentrasi kritis micellar, 
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zat tersebut dapat mempengaruhi struktur tersier protein enzim dengan memicu 
agregasi sehingga menyebabkan denaturasi dan menurunkan aktivitas enzim 
selulase (Gaur & Tiwari, 2015). Sementara inhibitor lain seperti β-mercaptoethnol 
(β-Me) dan dithiothreitol (DTT) dapat memutus ikatan disulfida sehingga 
menyebabkan agregasi protein dan kehilangan aktivitas enzim; ethylenediamine-
tetraacetic acid (EDTA), iodoacetic acid (IAA), p-chloromercuribenzoate (p-CMB) 
mampu berinteraksi dengan gugus –SH dari sisi aktif enzim (Yin et al., 2010).  
Beberapa penelitian mengenai pengaruh ion logam dan zat tambahan terhadap 
aktivitas enzim selulase dari berbagai sumber mikroorgansime nampak pada 
Tabel 2.10,3.  
Tabel 2.10.3. Pengaruh ion logam dan zat aditif terhadap aktivitas enzim selulase  
Sumber enzim  
Pengaruh ion logam dan zat tambahan lain Pustaka 
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3.1.  Kerangka Konsep Penelitian 
Sebanyak 1,5 triliun ton limbah pertanian dan hasil industri dibuang ke 
alam setiap tahunnya (Kim et al., 2006). Selulosa merupakan polimer dari D-
glukosa yang menyusun jaringan tanaman. Terbentuk dari hasil fotosintesa 
seiring dengan pertumbuhan tanaman (Saha et al., 2006). Oleh sebab itu, setiap 
proses industri yang menggunakan tanaman sebagai bahan baku produksinya 
akan menghasilkan limbah yang mengandung selulosa dan senyawa turunannya.  
Kulit buah kopi merupakan salah satu bentuk limbah selulosa dari industri 
pengolahan biji kopi yang banyak terdapat di Jawa Timur. Kulit buah kopi 
mempunyai kandungan selulosa dan lignin yang tinggi, dengan nilai berturut-turut 
yaitu 63%, dan 17% (Corro et al., 2014), kadar air 7,46%, kadar abu 0,6%, bahan 
mudah menguap 87,27%, karbon terfiksasi 4,67%, dan kalor 4,427 cal/g 
(Kusuma et al., 2012). Komposisi tersebut menyebabkan kulit buah kopi sesuai 
digunakan sebagai substrat dalam berbagai bioindustri, seperti produksi enzim, 
perisa makanan, hingga bioetanol dan bahan bakar generasi kedua lainnya 
(Boccas‟ et al., 1994). Penggunaan limbah kulit buah kopi dalam proses 
bioindustri tersebut dinilai mampu mengurangi jumlah limbah di alam sekaligus 
menurunkan biaya produksi suatu produk (Pandey et al., 2000). Namun 
demikian, diperlukan enzim yang dapat memecah selulosa menjadi glukosa, 
manosa, sukrosa dan gula sederhana lainnya sebelum karbohidrat utama 
tersebut dapat digunakan sebagai bahan baku bioindustri (Menezes et al., 2013). 
Enzim selulase (E.C 3.2.1.4) mampu menghidrolisis ikatan -1,4 glikosidik 
yang ada pada selulosa (Kuhad et al., 2011). Enzim selulase dapat diproduksi 
oleh mikroorganisme selulolitik seperti kapang, khamir dan bakteri (Game et al., 
2018). Umumnya, mikroorganisme penghasil enzim selulase akan lebih mudah 
ditemukan di berbagai bahan dengan kandungan selulosa yang tinggi, misalnya 
kulit buah kopi (Gupta et al., 2012). Eksplorasi dan isolasi mikroorganisme 
penghasil enzim selulase dari limbah kulit kopi diharapkan mampu memberi 
manfaat terhadap industri maupun lingkungan hidup. Adapun proses eksplorasi 
mikroorganisme selulolitik secara umum dimulai dari pemilihan dan pengayaan 
sampel, isolasi dan identifikasi isolat yang diperoleh, pengujian aktivitas selulolitik 
dari isolat terpilih dan karakterisasi isolat sehingga diketahui kondisi optimum dari 
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mikroba tersebut untuk menghasilkan enzim selulase dengan aktivitas tertinggi 
(Bui, 2014).  
Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan dalam dua tahap. Pertama, 
dilakukan proses isolasi dan identifikasi dari mikroorganisme selulolitik dalam 
limbah kulit kopi. Skrining awal dilakukan dengan menumbuhkan sampel pada 
media pertumbuhan mikroba secara umum dan selektif, hingga diketahui jumlah 
dan jenis mikroba dominan dari sampel, apakah bakteri, kapang ataukah khamir. 
Skrining mikroorganisme selulolitik dilakukan dengan menumbuhkan isolat yang 
telah diperoleh sebelumnya pada media yang diperkaya dengan CMC sebagai 
sumber nutrisi mikroba selulolitik (Gupta et al., 2012). Dilanjutkan dengan 
pengujian aktivitas enzim secara kualitatif menggunakan pereaksi kongo merah 
dan larutan NaCl hingga diperoleh zona bening disekitar isolat terpilih (Teather & 
Wood, 1982), dan secara kuantitatif dengan alat deteksi cepat Megazyme CellG5 
maupun kadar gula reduksi (Miller et al., 1960). Identifikasi isolat terpilih 
kemudian dilakukan secara fenotif meliputi morfologi sel, pewarnaan gram, uji 
oksidasi dan sebagainya, maupun secara genotif dengan pembacaan sekuen 
basa nitrogen pada nukleotida penyusun fragmen gen 16S rRNA mikroorganisme 
(Sukartiningrum, 2012). 
Setelah dilakukan proses identifikasi isolat positif, dilakukan proses 
produkasi enzim selulase sekaligus pemurnian sebagian (parsial) dari enzim 
yang diperoleh (Winarto, 2009). Hal ini diperlukan mengingat enzim yang 
diproduksi oleh mikroba selulolitik dari limbah kulit kopi masih bercampur dengan 
pengotor lain seperti komponen sel mikroba. Pemurnian ini juga untuk 
meningkatkan aktivitas spesifik enzim yang telah diproduksi. Proses pemurnian 
dapat dilakukan dengan memanfaatkan sifat-sifat enzim yaitu berdasarkan 
muatan, ukuran, dan afinitas (Sutrisno, 2017). Adapun pada penelitian ini akan 
dilakukan pemurnian enzim selulase dengan pengendapan menggunakan 
ammonium sulfat dan dilanjutkan dengan dialisis hingga diperoleh ekstrak 
setengah murni enzim selulase (Islam & Roy, 2018). 
Pada tahap kedua penelitian, dilakukan karakterisasi enzim selulase dari 
isolat dengan aktivitas selulolitik tertinggi (Listyaningrum, 2017). Adapun karakter 
yang diamati meliputi berat molekul enzim (elektroforesis dan zimografi), aktivitas 
enzim pada pH optimum, dan pengaruh penambahan ion logam, deterjen dan 
pengkelat. Dengan demikian, diperoleh aktivitas tertinggi dari enzim selulase 


































Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
Kendala : mengganggu 
kesehatan dan pencemaran 





Solusi : Isolasi mikroba selulolitik dari limbah kulit kopi 
tersebut 
Industri Pengolahan Kopi Arabika 
Kebun Kalisat Jampit, Bondowoso 
Limbah Kulit Kopi Mengandung Selulosa  




Solusi : Hidrolisis selulosa menjadi glukosa dan 
gula-gula sederhana lainnya 
Biologi : 
enzim selulase / 
mikroorganisme selulolitik 
Kimia :  
asam sulfat, dan 
sebagainya 
Produksi enzim selulosa dengan aktivitas tertinggi 
Rekomendasi penggunaan enzim pada  bioproses sesuai 
kondisi optimum enzim 
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Gambar 3.2 Kerangka Operasional Penelitian 
 
3.3. Hipotesis 
Diduga terdapat berbagai jenis mikroorganisme selulolitik (bakteri, kapang 
dan khamir) pada limbah kulit kopi yang mampu menghasilkan enzim pemecah 
selulosa. Enzim selulase tersebut dapat dimanfaatkan dalam berbagai bidang 
bioteknologi di industri. 
Limbah Kulit Buah dan Kulit Ari Biji 
Kopi 
Isolasi dan Skrining Mikroba 
Selulolitik (Bakteri, Kapang dan 
Khamir) 
Peremajaan Isolat dan Pembuatan 
Kultur Stater Cair  
Produksi Enzim Selulase Kasar 
Produksi Enzim Selulase Pada 
Kondisi Optimum 
Pemurnian Sebagian Enzim 
Selulase (Presipitasi Amonium sulfat 
dan Dialisis) 
Karakterisasi Enzim Selulase 
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BAB IV  
METODOLOGI PENELITIAN 
 
4.1. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan selama 18 bulan, dimulai pada bulan Juli 2018 
hingga September 2020 di laboratorium Mikrobiologi Pangan FTP-UB dan 
Laboratorium Bioteknologi Industri dan Hasil Pertanian FTP-UB.  
 
4.2. Bahan dan Instrumen Penelitian Alat 
4.2.1.  Bahan Penelitian 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari Perkebunan 
Kopi PTPN XII Kebun Kalisat Jampit, Bondowoso – Jawa Timur selama masa 
panen bulan Juli 2018, berupa limbah kulit buah kopi (pulp) arabika (coffea 
arabica var Catimor) hasil pengupasan kulit secara mekanis dengan vis-pulper 
sehingga masih terdapat  daging buah kopi, yang telah diletakkan di ruang 
terbuka selama 12 jam. Selain itu, digunakan juga kulit ari (silver skin) biji kopi 
dari proses roasting sampel biji kopi yang telah diletakkan di ruang terbuka 
selama 12 jam.  
Bahan kimia padat yang digunakan meliputi MgSO4.7H2O (Merck), KCl 
(Merck), NH4H2PO4 (Merck), Garam Rochelle (Merck), Glukosa anhidrat dan 
monohidrat (Merck), CMC (Merck), Bacterial Agar (Merck), DNS (Merck), Fenol 
(Merck), Congo Red (Merck), Bradford (Merck), NaCl (Merck), CaCl2.2H2O 
(Merck), MgCl2.6H2O (Merck), FeCl3.6H2O (Merck), Na2CO3.10H2O (Merck), 
CuSO4.5H2O (Merck), Na-citrat dihidrat (Merck), Na-disulfit (Merck), NaOH 
(Merck), Akrilamid (Merck), SDS (Merck), EDTA (Merck), TEMED (Merck), APS 
(Merck), Polyethyleneglycol 1000 (Merck), β-Merkaptoetanol (Merck), Tris base 
(Merck), BaCl2.2H2O (Merck), BSA (Merck), Cellulase Assay Kit CellG5 
(Megazyme).  
Bahan kimia cair yang digunakan adalah Gliserol (Merck), Etanol (Sigma 
Aldrich), H2SO4 (Sigma Aldrich), Asam asetat glacial (Sigma Aldrich), HCl (Sigma 
Aldrich), dan Metanol (Sigma Aldrich). Sedangkan bahan habis pakai yang 
digunakan adalah akuades, spiritus, alumunium foil, alkohol 70%, plastic wrap, 




4.2.2.  Instrumen Penelitian 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat gelas dan non 
gelas. Alat gelas seperti erlenmeyer, tabung reaksi, beaker glass, gelas ukur, 
cawan petri, jarum ose, bunsen, kuvet, dan sebagainya. Alat non gelas meliputi 
neraca analitik (Metler Denver AA 200), autoklaf (TOMMY), inkubator (Memmert), 
magnetic stirer, vortex (Carning), laminar air flow (Magnehelic), shaker waterbath 
(Memmert), sentrifugasi (Thermo), kompor listrik (Maspion), mikrotube (Axygen), 
Eppendorf, spektrofotometri UV-Vis (Janway), finpipette (Thermo Scientific), pH 
meter (Mettler Toledo). 
 
4.3. Rancangan Penelitian 
Penelitian ini dilakukan secara dekriptif yang terdiri dari 2 tahap. Tahap 
pertama merupakan tahap isolasi dan identifikasi mikroorganisme selulolitik dari 
limbah kulit kopi. Tahap kedua merupakan produksi, pemurnian sebagian dan 
karakterisasi enzim selulase dari isolat terpilih sehingga diperoleh enzim selulase 
dengan aktivitas tertinggi dari mikroorganisme kulit kopi. Tahapan pelaksanaan 
penelitian dapat dilihat pada rincian dibawah ini : 
 
4.3.1. Penelitian Tahap I : Isolasi dan Identifikasi Mikroorganisme 
Selulolitik dari Limbah Kulit Kopi 
a) Pengambilan Sampel (Modifikasi Arimurti & Muzakhar, 2015) 
Penelitian diawali dengan pengambilan sampel di area pembuangan 
limbah kulit kopi, Kebun Kalisat Jampit, Bondowoso yang merupakan wilayah 
perkebunan kopi arabika. Sebanyak 500 gram limbah kulit buah kopi dan 500 
gram limbah kulit ari biji kopi diambil dari tiga titik yang berbeda dan dimasukkan 
ke dalam wadah steril dengan label nama sampel untuk dibawa ke laboratorium.  
b) Pengayaan Mikroorganisme pada Sampel (Modifikasi Novitasari, 2019) 
Pengayaan dilakukan dengan menimbang sampel limbah kulit kopi 
sebanyak 10 gram, kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer berisi 90 ml 
media CMC cair. Selanjutnya, larutan diinkubasi pada shaker waterbath suhu 
37°C, 100 rpm, selama 24 jam. Proses pengayaan ini dilakukan untuk 
memperbayak jumlah mikroorganisme dari sampel.  
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c) Isolasi Mikroorganisme Penghasil Enzim Selulase dari Kulit kopi 
(Modifikasi Sethi et al., 2013) 
Isolasi dan skrining mikroorganisme selulolitik dari limbah kulit kopi 
dilakukan dengan cara mengambil 5 ml sampel hasil pengayaan dan dimasukkan 
ke dalam 45 ml larutan pengencer pepton 1% (b/v) dan dihomogenisasi dengan 
vortex. Selanjutnya dilakukan seri pengenceran dengan mengambil 1ml larutan 
sampel dan dimasukkan ke dalam 9 ml larutan pengencer, kemudian 
dihomogenisasi dengan vortex. Demikian terus hingga diperoleh 8 tabung reaksi 
berisi 9 ml larutan sampel dan pengencer (pengenceran 10-8). Tiga seri 
pengenceran terakhir (10-6, 10-7, 10-8) diambil 0.1 ml dan diinokulasikan secara 
spread plate pada media Plate Count Agar (PCA) untuk perhitungan total 
mikroorganisme, media Natrium Agar (NA) untuk pertumbuhan bakteri, Potato 
Dextrose Agar (PDA) untuk khamir dan Acidified Potato Dextrose Agar untuk 
kapang. Media agar kemudian diinkubasi pada suhu 370C, selama 48 jam untuk 
bakteri dan khamir dan 72 jam untuk kapang. Isolat yang tumbuh dipindahkan ke 
media CMC agar secara duplikat menggunakan jarum ose, kemudian dilakukan 
inkubasi kembali pada suhu 370C selama 48 hingga 72 jam untuk melihat 
pertumbuhan mikroorganisme dengan potensi selulolitik.  
d) Uji Kualitatif Mikroorganisme Selulolitik (Modifikasi Novitasari, 2019) 
Proses skrining mikroorganisme selulolitik dilakukan secara kualitatif 
dengan pengamatan zona bening yang terbentuk dari hasil pewarnaan dengan 
larutan Kongo Merah 1% (b/v). Salah satu cawan hasil duplikasi yang telah 
ditumbuhi mikroorganisme, ditetesi dengan larutan kongo merah hingga merata 
keseluruh permukaan media dan didiamkan selama 30 menit. Setelah itu 
dilakukan penghilangan warna menggunakan larutan NaCl 1M. Pembentukan 
zona bening diamati setelah 15 menit dan diukur diameternya untuk dicatat 
sebagai kemampuan hidrolisis dari isolat. Koloni yang mampu menghasilkan 
enzim selulase akan mampu mereduksi warna kongo merah menjadi oranye 
hingga bening. Indeks selulolitik merupakan nisbah antara diameter zona bening 
dibanding diameter koloni. Indeks selulolitik diperoleh dengan menggunakan 
rumus: 
Indeks Selulolitik = A / B, 
Dimana : 
A = diameter zona bening (mm) 
B = diameter koloni (mm) 
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Duplikat dari isolat yang dapat membentuk zona bening dipindahkan ke 
media CMC agar baru kemudian disimpan dalam bentuk agar miring pada suhu 
4°C untuk digunakan pada tahapan penelitian selanjutnya. 
e) Pembuatan Starter (Modifikasi Islam & Roy, 2018) 
Pembuatan starter dilakukan untuk menyediakan kultur inokulum untuk 
proses produksi enzim selulase. Tahapan pembuatan starter dimulai dengan 
menginokulasikan 1 ose isolat positif dalam tabung reaksi berisi kultur agar 
miring ke dalam 10 ml media CMC cair, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C 
selama 24 jam.  
f) Produksi Enzim Selulase (Modifikasi Islam & Roy, 2018) 
Produksi enzim selulase dilakukan dengan cara memasukkan 10 ml kultur 
starter yang telah disiapkan sebelumnya ke dalam 90 mL media CMC cair dan 
inkubasi pada shaker waterbath pada suhu 370C, selama 24-72 jam, pada 
kecepatan 100 rpm. 
g) Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim Selulase (Modifikasi Islam & Roy, 
2018) 
Pembuatan ekstrak kasar enzim selulase dilakukan dengan proses 
sentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm, selama 10 menit, pada suhu 40C. Enzim 
selulase merupakan enzim ekstraseluler, sehingga supernatant hasil sentrifugasi 
merupakan ekstrak kasar enzim selulase yang diambil untuk keperluan pengujian 
kualitatif dan kuantitatif lebih lanjut. Sedangkan endapan yang tertinggal 
merupakan sel mikroorganisme selulolitik. 
h) Pembuatan Kurva Standar Glukosa (Modifikasi Listyaningrum, 2017) 
Pembuatan kurva standar glukosa dilakukan dengan terlebih dahulu 
membuat larutan glukosa pada selang konsentrasi 0-500 mg/ml dengan interval 
100. Kemudian, 1 mL larutan glukosa dari setiap selang konsentrasi ditambah 
dengan 2 mL larutan pereaksi DNS dan dihomogenisasi dengan vortex. Setiap 
larutan yang telah homogen lalu diinkubasi di dalam air suhu 100°C selama 15 
menit dan diukur absorbansi pada panjang gelombang 520 nm. 
i) Uji Kuantitatif Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS (Modifikasi 
Islam & Roy, 2018) 
Uji kuantitatif enzim selulase dilakukan dengan metode dinitrosalicylic 
acid (DNS) untuk mengukur kadar gula reduksi hasil hidrolisis enzim selulase. 
Sebanyak 2 mL ekstrak kasar enzim selulase diambil dan dimasukkan ke dalam 
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tabung reaksi, ditambahkan dengan 1 mL CMC 1% (b/v) dalam akuades. 
Kemudian diinkubasi pada suhu 500C, selama 1 jam. Setelah diinkubasi, 
ditambahkan 2 mL reagen DNS dan dipanaskan selama 10, dilakukan 
pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 520 nm. Data hasil absorbansi kemudian dimasukkan ke dalam 
rumus kurva standar sehingga didapatkan konsentrasi glukosa sampel, lalu 
dihitung aktivitas enzim selulase menggunakan rumus. 
Aktivitas Enzim = 
C  10  FP
BM Produk   t
 
Keterangan: 
C  = Konsentrasi Glukosa 
FP  = Faktor Pengenceran 
BM Glukosa  = Berat Molekul Glukosa (180 g/mol) 
t  = Waktu Inkubasi (Menit) 
 
j) Uji Kuantitatif Aktivitas Enzim Selulase dengan Menggunakan Kit 
Megazyme Metode CellG5 (Megazyme, 2018) 
Uji kuantitatif aktivitas enzim selulase dilakukan dengan menggunakan kit 
Megazyme CellG5, dengan cara memasukkan 0,1 ml larutan pereaksi CellG5 
dan 0,1 mL larutan ekstrak kasar enzim selulase masing-masing ke dalam 
mikrotube dan diinkubasi pada suhu 40oC selama 4 menit. Kemudian 0,1 ml 
larutan ekstrak selulase dicampurkan ke dalam 0,1 mL larutan CellG5 dan 
divortex untuk selanjutnya diinkubasi pada suhu 40oC selama 10 menit. 
Selanjutnya ditambahkan 3 mL stopping reagent dan dihomogenisasi 
menggunakan vortex, lalu diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer 
pada panjang gelombang 400 nm. Data absorbansi yang didapatkan kemudian 
dimasukkan ke dalam rumus untuk mendapatkan data aktivitas enzim selulase. 
     
              
   
                   
                   
   
 
   
   
                
             
      
Keterangan : 
Waktu inkubasi  = 10 menit 
Total volume   = 3,2 ml 
Volume analisa  = 0,1 ml 
ε mM  = 18,1 
Volume ekstraksi  = 50 ml 
Volume sampel = 1 ml 
FP  = faktor pengenceran 
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k) Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin (BSA) (Modifikasi 
Novitasari, 2019) 
Pembuatan kurva standar BSA dilakukan dengan membuat larutan 
Bovine Serum Albumin (BSA) berbagai konsentrasi, mulai 01 mg/ml hingga 10 
mg/ml dengan interval 2 mg/ml. Larutan BSA berbagai konsentrasi tersebut 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 500 µl. Selanjutnya, ditambahkan 
500 µl akuadest dan 4 mL reagen Bradford kemudian dihomogenisasi 
menggunakan vortex. Larutan campuran diinkubasi pada suhu ruang selama 30 
menit dan terlindung dari cahaya langsung. Pengukuran absorbansi dari masing-
masing konsentrasi BSA pada panjang gelombang 595 nm. Data hasil 
pengukuran absorbansi diolah sehingga didapatkan persamaan kurva standar. 
l) Uji Kandungan Total Protein dengan Metode Bradford (Modifikasi 
Novitasari, 2019) 
Sebanyak 500 µl ekstrak kasar enzim selulase dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi, kemudian ditambahkan 500 µl akuadest dan 4 mL reagen 
Bradford dan dihomogenisasi menggunakan vortex. Larutan campuran tersebut 
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit dengan kondisi 
terlindung dari cahaya. Selanjutnya, diukur absorbansinya menggunakan 
spektrofotometer dengan panjang gelombang 595 nm dan dicatat hasilnya untuk 
dikonversi menjadi kadar protein larutan enzim menggunakan persamaan kurva 
standar BSA.  
m) Penentuan Aktivitas Spesifik Enzim Selulase (Modifikasi Listyaningrum, 
2017) 
Aktivitas spesifik enzim dapat ditentukan dengan membagi nilai aktivitas 
enzim dengan kadar protein dalam larutan ekstrak kasar enzim selulase. 
Penentuan aktivitas spesifik selulase juga dilakukan pada enzim hasil pemurnian 
parsial. Aktivitas selulase dapat dihitung dnegan rumus:  
                          
                      
                     
 
n) Identifikasi Mikroorganisme Selulolitik dengan Metode 16S-rRNA 
(Modifikasi Novitasari, 2019) 
Identifikasi mikroorganisme penghasil enzim selulase dilakukan dengan 
menggunakan metode 16S-rRNA. Pertama-tama isolat positif hasil isolasi 
diekstrak DNA kromosomnya menggunakan Kit Quick-DNATM Fungal/Bacteria 
Miniprep Kit (Zymo Research, D6005), kemudian dilakukan penentuan 
konsentrasi dan kemurnian DNA kromosom dengan nanodrop. Selanjutnya 
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dilakukan amplifikasi gen penyandi 16S-rRNA dengan teknik PCR menggunakan 
MyTaq HS Red Mix (Bioline, BIO-25047), suhu dan siklus PCR dapat dilihat pada 
Tabel 4.3.1.14. Produk hasil PCR dipurifikasi dengan ZymocleanTM Gel DNA 
Recovery Kit (Zymo Research, D4001)., dan dikonfirmasi dengan elektroforesis 
DNA gel agarose 1%. Setelah itu, produk hasil PCR disequencing sehingga akan 
didapatkan urutan basa nukleotidanya dan desain pohon filogenetik 
mikroorganisme dengan software MEGA7 untuk mengetahui tingkat kekerabatan. 
Tabel 4. 3.1.14. Proses Amplifikasi dengan PCR 
Tahapan Suhu (
o
C) Waktu Jumlah Siklus 
Inisial Denaturasi 95 1 menit 1 
Denaturasi 95 15 detik 
35 Annealing 52 15 detik 
Ekstensi 72 45 detik 
Hold 4 ∞ 1 
 
o) Identifikasi Mikroorganisme Selulolitik dengan Pewarnaan Gram 
(Modifikasi Listyaningrum, 2017) 
Identifikasi mikroorgansime secara konvensial dilakukan pada isolat 
terbaik dengan mengamati sifat fisik sel pada mikroskop menggunakan teknik 
pewarnaan gram. Sebanyak 1 ose isolat diletakkan pada setetes akuades pada 
gelas obyek yang telah dibersihkan dengan alkohol 70%. Kemudian dilakukan 
fiksasi dengan melewatkan preparat pada api bunsen selama beberapa detik. 
Fiksasi yang baik adalah apabila gelas obyek diletakkan diatas permukaan kulit 
tidak terasa panas membakar.  
Preparat kemudian ditetesi dengan larutan Kristal violet dan dibiarkan 
selama 1 menit, kemudian dibilas dengan akuades dan dikering anginkan. 
Selanjutnya preparat ditetesi dengan larutan Iodin dan ditunggi hingga 1 menit 
sebelum dibilas dengan akuades dan dikering anginkan. Preparat kemudian 
ditetesi dengan larutan destaining (Etanol 95%) dan didiamkan selama 1 menit 
sebelum dibilas dengan akuades dan dikering anginkan. Terakhir, preparat 
ditetesi larutan Safranin dan didiamkan selama 1 menit sebelum dibilas dengan 
akuades dan dikering anginkan.  
Preparat yang telah selesai diwarnaik, ditutup dengan cover glass dan 
diamati di bawah mikroskop perbesaran 1000 dan dicatat bentuk dan warna sel 




4.3.2. Penelitian Tahap II : Produksi dan Karakterisasi Enzim Selulase 
Terbaik 
a) Pengamatan laju pertumbuhan bakteri (Modifikasi Teng et al., 2019) 
Penentuan laju pertumbuhan bakteri selulolitik pada media CMC cair 
bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam memanfaatkan substrat 
selulosa dalam media, sehingga dapat diketahui kondisi sel yang optimum dalam 
produksi enzim selulase. menginokulasikan 1 mL dari larutan yang telah dibuat 
sebelumnya dan dimasukkan ke dalam 9 mL media CMC cair kemudian 
diinkubasi pada suhu 37°C pada shakerwaterbath dengan kecepatan 100 rpm 
selama 24 jam. Setelah itu, stok kultur 10 mL dimasukkan ke dalam 90 mL media 
CMC cair (media produksi). Kemudian diinkubasi suhu 37°C pada shaker 
waterbath, dengan kecepatan 100 rpm selama 7 hari. Pengambilan sampel 
dilakukan pada hari ke-1, 2, 3, 4, 5, 6, dan 7 setelah inkubasi. Sebanyak 10 ml 
setelah larutan dihomogenisasikan. Absorbansi diukur pada spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 600 nm untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk 
hidup dan berkembang biak dalam media. Tingkat kekeruhan yang ditunjukkan 
dengan nilai absorbansi diplotkan dalam grafik sebagai sumbu ordinat dan waktu 
inkubasi sebagai sumbu absis. 
b) Penentuan waktu optimum produksi enzim selulase (Modifikasi Oliviani, 
2019) 
Penentuan waktu optimum produksi enzim dilakukan dengan 
menginokulasikan 1 ml dari larutan yang telah dibuat sebelumnya dan 
dimasukkan ke dalam 9 ml media CMC cair kemudian diinkubasi pada suhu 37°C 
pada shakerwaterbath dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. Selanjutnya, 
10 ml kultur starter dimasukkan ke dalam 90 ml media CMC cair sebagai media 
produksi. Kemudian diinkubasi suhu 37°C pada shaker waterbath dengan 
kecepatan 100 rpm dan dilakukan pengamatan aktivitas enzim setiap hari hingga 
hari ke-7. Pengamatan aktivitas enzimnya dilakukan dengan metode DNS, 
sedangkan  Setelah itu data aktivitas enzim tiap hari pengamatan diplotkan 
dalam grafik dengan waktu inkubasi sebagai absis dan aktivitas selulase sebagai 
sumbu ordinat. Waktu panen enzim ditentukan dengan melihat waktu inkubasi 
dengan aktivitas selulase tertinggi. 
c) Produksi Enzim Selulase (Modifikasi Islam & Roy, 2018) 
Produksi enzim selulase terbaik dilakukan dengan cara memasukkan 10 
ml starter yang telah disiapkan sebelumnya ke dalam 90 ml media CMC cair dan 
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inkubasi pada shaker waterbath pada suhu 370C pada kecepatan 100 rpm. 
Setelah 24 jam, kultur dipindahkan pada 900ml media CMC cair steril dan 
diinkubasi pada shaker waterbath pada suhu 370C pada kecepatan 100 rpm, 
selama waktu optimum yang telah diketahui sebelumnya. 
d) Pembuatan Ekstrak Kasar Enzim Selulase (Modifikasi Islam & Roy, 
2018) 
Kultur hasil produksi enzim selulase disentrifugasi pada kecepatan 8000 
rpm, selama 10 menit, dengan suhu 40C untuk didapatkan ekstrak kasar enzim 
selulase. Supernatant hasil sentrifugasi diambil untuk dilakukan pemurnian 
sederhana dengan ammonium sulfat dan dialisis. 
e) Presipitasi dengan amonium sulfat (Modifikasi Islam & Roy, 2018) 
Pemurnian enzim bertujuan untuk memisahkan enzim dari komponen-
komponen pengotor dan menghilangkan senyawa lain yang dapat menganggu 
aktivitas enzim. Salah satu metode yang dapat digunakan untuk permunian 
enzim yaitu metode pengendapan dengan menggunakan ammonium sulfat. 
Metode pengendapan dengan ammonium sulfat dilakukan dengan cara 
mengambil 970 ml ekstrak kasar enzim selulase, kemudian ditambahkan  dengan 
ammonium sulfat 80% sesuai dengan tabel (Lampiran). Penambahan ammonium 
sulfat dilakukan pada suhu dingin, disertai pengadukan dengan kecepatan 
sedang selama 30 menit. Larutan kemudian didiamkan di dalam lemari es 
semalaman. Selanjutnya, larutan disentrifuse pada kecepatan 8000 rpm, suhu 
4°C selama 20 menit. Endapan yang terbentuk diambil dan digunakan pada 
proses dialisis.  
f) Dialisis (Modifikasi Islam & Roy, 2018) 
Dialisis dilakukan untuk menghilangkan garam yang masih tercampur 
dengan enzim. Proses dialisis dilakukan dengan menggunakan kantong selofan. 
Endapan yang berupa enzim selulase didialisis dengan ditambahkan dengan 
bufer tris-HCl pH 9 dan dimasukkan ke dalam kantong selofan D9777100ft. 
Kemudian larutan dalam kantong selofan direndam dalam buffer tris-HCl 0,05 M 
pH 9 dan diaduk menggunakan magnetic stirrer pada suhu 4°C semalaman. 
Larutan bufer diganti setiap 6 jam sekali hingga semua garam terpisahkan. Dialisi 
dihentikan apabila semua garam telah keluar dari membran, dengan mengujinya 
menggunakan larutan BaCl2 0.1 M dan HCl 0.1 M. Sebanyak 3 tetes larutan 
BaCl2 dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 1 ml larutan bufer perendam, 




2-) akan membentuk endapan berwarna putih, yakni BaSO4. 
Apabila sudah tidak membentuk endapan, maka dialisis dihentikan. Larutan 
enzim yang diperoleh dari dialisis diuji aktivitasnya dan ditentukan kadar protein 
dengan menggunakan metode bradford. 
g) Karaterisasi enzim selulase  
 Penentuan suhu optimum (Modifikasi Listyaningrum, 2017) 
Penentuan suhu optimum dilakukan dengan menguji aktivitas enzim 
selulase hasil dialisis pada kondisi pH optimum dari tahap sebelumnya. Variasi 
suhu yang digunakan yaitu 30-90°C dengan selang 10°C. Prosesnya dilakukan 
dengan cara 1 mL enzim ditambahkan dengan 1 mL CMC 1% yang terlarut 
dalam buffer optimum. Kemudian diinkubasi pada rentang suhu 30-90°C 
selama 30 menit setelah itu ditambahkan reagen DNS sebanyak 2 mL dan 
larutan didihkan pada penangas air selama 10 menit. Kadar gula reduksi 
dihitung dengan mengukur nilai absorbansi sampel pada panjang gelombang 
520 nm. Data aktivitas enzim diplotkan dalam grafik dengan suhu sebagai 
absis dan aktivitas selulase sebagai sumbu ordinat. Suhu optimum ditentukan 
berdasarkan pH dengan aktivitas selulase tertinggi. 
 Penentuan pH optimum (Modifikasi Listyaningrum, 2017) 
Penentuan pH optimum dilakukan dengan menguji aktivitas enzim 
selulase hasil dialisis pada rentang pH 3-10 dengan interval 1 unit. Prosesnya 
dilakukan dengan cara 1 mL CMC 1% yang terlarut dalam buffer sitrat sitrat 
0,05 M (pH 3-5), buffer fosfat 0,05 M (pH 6-8), dan buffer tris HCl 0,05 M (pH 9-
10) ditambahkan dengan 1 mL enzim. Kemudian diinkubasi pada suhu 50°C 
selama 30 menit, setelah itu ditambahkan reagen DNS sebanyak 2 mL dan 
larutan didihkan pada penangas air selama 10 menit. Kadar gula reduksi 
dihitung dengan mengukur nilai absorbansi sampel pada panjang gelombang 
520 nm.  
 Stabilitas Enzim pada pH Optimum (Modifikasi Listyaningrum, 2017) 
Stabilitas pH bertujuan untuk menentukan kestabilan enzim sampai pH 
tertentu. Stabilitas pH ditentukan dengan menginkubasi enzim hasil dialisis 
(tanpa substrat) pada kisaran pada rentang pH 3-10 dengan interval 1 unit 
selama 24 jam suhu 4°C. Setelah waktu inkubasi masing-masing selesai enzim 
ditambahkan dengan substrat CMC 1%, kemudian diinkubasi pada suhu 50°C 
selama 60 menit, setelah itu ditambahkan reagen DNS sebanyak 2 mL dan 
larutan didihkan pada penangas air selama 10 menit. Kadar gula reduksi 
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dihitung dengan mengukur nilai absorbansi sampel pada panjang gelombang 
520 nm. Aktivitas residunya dihitung dengan rumus:  
                    
                                      
                                      
        
 Stabilitas Enzim pada Suhu Optimum (Modifikasi Listyaningrum, 
2017) 
Stabilitas suhu bertujuan untuk menentukan kestabilan enzim sampai 
suhu tertentu. Stabilitas pH ditentukan dengan menginkubasi enzim (tanpa 
substrat) pada suhu 50°C dengan selang 10°C selama 3 jam. Setelah waktu 
inkubasi masing-masing selesai enzim ditambahkan dengan substrat CMC 1%, 
kemudian diinkubasi pada suhu 50°C selama 60 menit. setelah itu ditambahkan 
reagen DNS sebanyak 2 mL dan larutan didihkan pada penangas air selama 
10 menit. Kadar gula reduksi dihitung dengan mengukur nilai absorbansi 
sampel pada panjang gelombang 520 nm. Aktivitas residunya dihitung dengan 
rumus:  
 Pengaruh Penambahan Ion dan zat aditif (Modifikasi Listyaningrum, 
2017) 
Pengaruh penambahan ion terhadap aktivitas enzim dilakukan dengan 
menguji aktivitas enzim selulase terhadap beberapa ion yaitu KCl, NaCl, 
MgCl2, FeCl3 serta deterjen (SDS) dan pengkhelat (EDTA) dengan konsentrasi 
masing-masing 10 mM dalam bufer. Prosesnya dilakukan dengan cara 1 mL 
CMC 1% yang terlarut dalam buffer optimal dan larutan ion 10 mM 
ditambahkan dengan 1 mL enzim. Kemudian diinkubasi pada suhu 50°C 
selama 60 menit, setelah itu ditambahkan reagen DNS sebanyak 2 mL dan 
larutan didihkan pada penangas air selama 10 menit. Kadar gula reduksi 
dihitung dengan mengukur nilai absobansi sampel pada panjang gelombang 
520 nm. Data aktivitas enzim diplotkan dalam grafik dengan ion sebagai absis 
dan aktivitas selulase sebagai sumbu ordinat. 
 Analisa Berat Molekul Protein dengan SDS-PAGE (Modifikasi 
Laemmli, 1970) 
Enzim hasil purifikasi dianalisa menggunakan metode SDS-PAGE untuk 
mengetahui berat molekul protein yang ada pada ekstrak enzim selulasenya. 
Pada analisa dengan SDS-PAGE langkah pertama yang harus dilakukan 
adalah membuat resolving gel konsentrasi 10% dan stacking gel konsentrasi 
5%. Gel yang terbentuk dipasang pada perangkat elektroforesis dan diisi 
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dengan running buffer. Kemudian dilakukan preparasi sampel dengan 
memberikan sampel dengan running buffer sample perbandingan 1:1. 
Kemudian dipanaskan pada suhu 100oC selama 5 menit. Setelah sampel 
dipreparasi, sampel sebanyak 15 µl dimasukkan kedalam sumuran pada 
stacking gel. Setelah semua sampel dimasukkan, alat dirangkai dan dijalankan 
dengan arus 80 V selama 120 menit dan dilanjutkan arus 100 V selama +/- 1 
jam hingga pita mencapai batas bawah gel. Kemudian gel direndam 
menggunakan larutan staining selama 30 menit dan dibilas dengan larutan 
destaining. Maka akan terlihat puta protein sebagai hasil elektroforesis SDS-
PAGE.  
 Zymografi (Modifikasi Cano-Ramírez et al., 2017) 
Pada analisa dengan Zymogram langkah pertama yang harus dilakukan 
adalah membuat resolving gel konsentrasi 10% yang diperkaya dengan 
substrat CMC 0,1% CMC dan stacking gel konsentrasi 5%. Gel yang terbentuk 
dipasang pada perangkat elektroforesis dan diisi dengan running buffer. 
Kemudian dilakukan preparasi sampel dengan memberikan sampel dengan 
running buffer sample dengan perbandingan 1:1. Setelah sampel dipreparasi, 
sampel sebanyak 15 µl dimasukkan kedalam sumuran pada stacking gel. 
Setelah semua sampel sudah dimasukkan, kemudian alat dirangkai dan di-
running dengan arus 50 V selama 30 menit dan dilanjutkan arus 80 V selama 
+/- 2 jam pada suhu 4oC hingga pita mencapai batas bawah gel. Kemudian gel 
direndam menggunakan triton X selama 30 menit. Setelah itu dibilas dengan 
akuades sebanyak 3x dan direndam menggunakan refolding buffer selama 12 
jam dengan diinkubasi pada suhu 37oC. Kemudian direndam dengan larutan 
kongo merah 1% selama 60 menit dan dibilas dengan larutan NaCl 1% selama 
15 menit sebanyak 2 kali. Zona bening yang terbentuk pada gel menunjukkan 
pita protein yang memiliki aktivitas selulolitik. 
 
4.4. Analisis Data 
Metode penelitian yang digunakan merupakan metode deskriptif. Hasil 
penelitian dijelaskan dalam bentuk paparan data statistik kualitatif dan kuantitatif 
berdasarkan tahapan penelitian. Adapun hasil pengujian untuk memperoleh 
jumlah dan karakter mikroorganisme dalam sampel maupun data kualitatif enzim 
akan dijelaskan secara deskriptif, sedangkan hasil pengujian aktivitas dan 
karakteristik enzim pada berbagai kondisi akan dipaparkan secara kuantitatif. 
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4.5. Pelaksanaan Penelitian 




































Gambar 4.5.1. Diagram Alir Penelitian Tahap I 
  
Limbah Kulit Kopi 
 Dimasukkan dalam media CMC cair 
 Inkubasi pada shaker waterbath suhu 37°C, 100 rpm 
selama 24 jam 
Dilakukan seri pengenceran hingga 10
-8
 
 larutan pepton 1.5% (b/v) 
3 pengenceran terakhir dituangkan ke media secara 
spread plate 
media PCA, NA, PDA, APDA 
Inkubasi pada suhu 37°C selama 24-72 jam 
dipindahkan pada media CMC agar secara duplikat 





- Zona bening (Indeks 
hidrolisis) 
- Morfologi koloni 
(bentuk dan warna) 
 
ditumbuhkan pada media CMC cair 
 
Sentrifugasi 8000 rpm, 10 menit 
 
Ekstrak enzim selulase kasar 
 
Analisa : 
- aktivitas enzim kasar 
(DNS) 
- karakterisasi enzim 
pada waktu inkubasi, 
suhu, dan pH tertentu 
 





- Bentuk dan Biokimia sel  
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Gambar 4.5.2. Diagram Alir Penelitian Tahap I 
Isolat mikroorganisme terbaik 
 Inkubasi pada shaker waterbath dengan suhu dan waktu 
optimum 
Enzim Selulase Aktivitas Tertinggi 
Produksi enzim selulase kasar skala besar (1L) 
Presipitasi enzim selulase 12 jam pada suhu 4°C 
Enzim Selulase Setengah Murni 
 
Analisa : 





Analisa : Aktivitas enzim pada 
- Suhu optimum & stabilitas 
- pH optimum & stabilitas 
- Pengaruh penambahan ion dan 
zat aditif lain 
 
Media CMC cair  
Amonium sulfat 80% (b/v)  
Dialisis enzim selulase pada suhu 4°C 
 




BAB V  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1. Eksplorasi Mikroorganisme Selulolitik dari Limbah Kulit Kopi 
5.1.1.  Isolasi dan Identifikasi Mikroorganisme dari Limbah Kulit Kopi  
Proses eksplorasi mikroorganisme selulolitik limbah kulit kopi dilakukan 
dengan menggunakan sampel limbah kulit buah kopi serta kulit ari biji kopi dari 
Perkebunan Kopi Kalisat Jampit, Kabupaten Bondowoso. Sampel yang diambil 
merupakan limbah hasil pengolahan yang telah diletakkan pada area terbuka 
selama ± 12 jam. Sampel kemudian disimpan di dalam wadah plastik bening dan 
didistribusikan pada suhu ruang ke laboratorium Bioteknologi Industri dan Hasil 
Pertanian, Universitas Brawijaya selama 7 jam. Adapun penampakan sampel 
seperti pada Gambar 5.1.1.1.  
 
 
Gambar 5.1.1.1. Sampel kulit buah kopi/pulp (kiri) dan kulit ari biji kopi/silver skin 
(kanan) (dokumentasi pribadi) 
Pada hari ke-3 inkubasi, dilakukan proses pengayaan dengan merendam 
sampel baik kulit buah maupun kulit ari masing-masing pada media CMC cair 
untuk memicu pertumbuhan mikroorganisme selulolitik. Sampel hasil pengayaan 
kemudian ditumbuhkan pada media agar PCA, NA, APDA dan PDA untuk 
mengetahui total mikroorganisme dalam sampel sekaligus jumlah masing-masing 
jenisnya. Penampakan koloni mikroorgansime yang tumbuh seperti terlihat pada 
Gambar 5.1.1.2.  
 
 
Gambar 5.1.1.2. Koloni mikroorganisme dari sampel limbah kulit kopi pada media 
APDA (kiri) dan PCA (kanan) (dokumentasi pribadi) 
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Isolasi mikroorganisme pada berbagai media pertumbuhan menunjukkan 
perbedaan jumlah dan jenis mikroorganisme dominan dari sampel kulit buah kopi 
dengan kulit ari biji kopi (Tabel 5.1.1.). Hasil tersebut diketahui telah sesuai 
dengan pernyataan Roussos et al. (1995) bahwa terdapat beragam jenis 
mikroorganisme dalam kulit buah dan kulit ari biji kopi, meliputi bakteri, kapang 
dan khamir. Perbedaan jumlah koloni mikroorganisme pada kulit buah kopi dan 
kulit ari biji kopi disebabkan oleh berbagai hal, Silva et al. (2008) menyatakan 
perbedaan tersebut dipicu oleh perbedaan kadar air dan suhu bahan, pengaruh 
perlakuan selama proses pengolahan kopi, maupun kandungan nutrisi bahan 
yang berbeda. Adapun Batista et al. (2009) menyampaikan bahwa perbedaan 
jumlah mikroorganisme pada buah dan biji kopi dipengaruhi oleh varietas kopi, 
proses pengolahan dan faktor lingkungan meliputi suhu, kelembaban dan kondisi 
tanah termasuk mikroorganisme yang terdapat pada tanah tersebut. Perbedaan 
kandungan bahan organik seperti kadar selulosa, hemiselulosa, lignin dan 
karbohidrat terlarut pada sampel juga mempengaruhi pertumbuhan 
mikroorganismenya (Janissen & Huynh, 2018). Pada sampel kulit buah, diketahui 
masih terdapat daging buah yang tinggi kandungan gula sederhana sehingga 
akan memicu pertumbuhan mikroorganisme bakteri dan khamir. Sedangkan 
pada kulit ari yang telah melalui proses penyangraian dengan suhu tinggi 
(±200°C) maka akan menurunkan kadar air bahan sekaligus membunuh 
mikroorganisme alaminyanya. Proses penyimpanan sampel setelah 
penyangraian hingga dibawa ke laboratorium menjadi faktor utama yang 
mempengaruhi keberadaan mikroorganisme dalam sampel limbah kulit ari. 
Selain itu pula, kandungan senyawa organik yang memiliki sifat antimikroba 
seperti asam klorogenat, kafein dan tanin akan mempengaruhi jumlah 
mikroorganisme yang dapat tumbuh.  
Tabel 5.1.1. Jumlah mikroorganisme pada sampel 




















Total kapang  








Berdasarkah hasil penelitian tersebut, dapat diketahui pula bahwa pada  
awal proses biodegradasi limbah kulit kopi terdapat dominasi pertumbuhan 
bakteri, diikuti oleh khamir kemudian kapang. Hal ini sesuai dengan penyataan 
58 
 
Silva et al. (2000) yang memperoleh mikroorganisme sebesar 3x104 hingga 
2,2x109 CFU/buah kopi di Brasil, dengan dominasi bakteri hingga 80% total 
mikroorganisme yang tumbuh. Adapun Feng et al. (2016) melaporkan bahwa 
terdapat 307 koloni bakteri, 327 koloni khamir dan 50 koloni kapang pada proses 
pengolahan basah kopi arabika di Provinsi Yunan, Cina. Bui (2013) memperoleh 
47 isolat bakteri dan 24 isolat aktinomises dari 15 sampel kulit buah dan kulit ari 
biji kopi di Vietnam. Sedangkan Masoud et al.(2006) memperoleh 4,0x104 hingga 
5,0x107 CFU/g khamir dari sampel kopi di Tanzania.  
Di sisi lain, terlihat juga perbedaan jumlah bakteri, kapang dan khamir 
pada masing-masing sampel. Dominasi pertumbuhan salah satu jenis 
mikroorganisme akan mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme lainnya. Hal 
ini disebabkan adanya kompetisi antar mikroorganisme dalam memanfaatkan 
substrat. Selain itu pula akan hasil metabolisme salah satu jenis mikroorganisme 
dapat memicu maupun meghambat pertumbuhan mikroorganisme lainnya. 
Misalnya, asam-asam organik yang dihasilkan oleh khamir pada daging buah 
kopi dapat menurukan pH dan menghambat pertumbuhan bakteri.  
Proses penyimpanan sampel dan isolasi mikroorganisme pada penelitian 
ini sebagian besar dilakukan pada rentang suhu 30-37°C, sehingga 
mikroorganisme yang tumbuh adalah mikrooganisme mesofilik. Hal ini 
berdasarkan pendapat Fourti et al. (2008) yang melaporkan bahwa pada tahap 
awal proses dekomposisi materi organik, bakteri mesofilik akan mendominasi 
pertumbuhan mikroorganisme pada sampel dan menaikkan suhu bahan hingga 
memicu pertumbuhan mikroba termofilik. Kemudian, fase aktif dekomposisi 
terjadi dimana nutrisi bahan semakin banyak digunakan oleh mikroba dan suhu 
bahan terus meningkat hingga membunuh bakteri-bakteri pathogen. Proses ini 
terus terjadi hingga bahan organik habis sehingga mikroorganisme termofilik 
lambat laun akan mati dan suhu bahan menurun kembali. Pada fase akhir 
dekomposisi, mikroorganisme mesofilik akan mendominasi kembali dan 
menggunakan nutrisi yang tersisa untuk menghasilkan senyawa organik tertentu. 
5.1.2. Identifikasi dan Uji Kualitatif Mikroorganisme Selulolitik dari Limbah 
Kulit Kopi  
Seratus koloni yang tumbuh pada media-media tersebut kemudian 
ditumbuhkan kembali pada media CMC agar secara duplikat dan diinkubasi pada 
suhu 37°C selama 48 jam. Sebanyak 54 koloni yang dapat tumbuh diamati 
bentuk, permukaan dan warnanya seperti pada Tabel 5.1.2.  
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A3 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 50 
A4 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 10 
A5 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 30 
A7 Putih Datar Bulat, tepi bergelombang 100 
A14 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 30 
A15 Putih Datar Bulat, tepi bergelombang 120 
A17 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 30 
B1 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 50 
B6 Putih Datar Oval, tepi bergelombang 70 
B11 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 80 
B16 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 20 
C1 Putih Menonjol Bulat, tepi rata 130 
C2 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 150 
C9 Putih Menonjol Bulat, tepi rata 50 
C12 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 60 
C15 Putih bening Datar Oval, tepi rata 250 
NA 
F11 Putih susu Datar Bulat, tepi bergelombang 90 
F13 Putih bening Datar Oval, tepi rata 70 
F15 Putih susu Datar Bulat, tepi bergelombang 100 
F24 Putih bening Datar Bulat kecil, tepi rata 40 
F26 Putih bening Datar Bulat, tepi rata 150 
APDA 
H3 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 70 
H4 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 50 
H8 Putih susu Datar Bulat, tepi rata 60 
H9 Putih susu Datar Bulat, tepi rata 90 
PGYA 
J3 putih susu datar bulat, tepi rata 50 
J6 Putih bening datar Bulat, tepi rata 50 
Kulit Ari 
PCA 
D2 Putih bening Datar Oval, tepi rata 250 
D3 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 300 
D7 Putih Menonjol Bulat, tepi rata 90 
E2 Putih bening Datar Oval, tepi rata 100 
E6 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 250 
E7 Putih susu Menonjol Bulat, tepi rata 130 
E8 Putih Menonjol Oval, tepi rata 200 
E9 Putih bening Datar Oval, tepi rata 170 
NA 
G4 Putih susu Datar Oval, tepi rata 80 
G7 putih Datar Bulat, tepi rata 90 
G10 Putih susu Datar Oval, tepi rata 90 
G11 Putih susu Datar Oval, tepi rata 60 
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Warna Elevasi Bentuk 
Diameter 
(mm) 
G12 kuning Menonjol Oval, tepi rata 60 
G13 Putih bening Datar Oval, tepi rata 150 
G15 Putih susu Datar Oval, tepi rata 60 








Datar Oval, tepi rata 70 
G20 Putih Datar Oval, tepi rata 50 
G22 Putih bening Datar Bulat, tepi rata 50 
APDA 
I2 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 30 
I4 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 60 
I5 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 40 
I8 Putih susu Menonjol Oval, tepi rata 30 
PGYA 
K1 Putih susu datar Bulat, tepi rata 80 
K5 Putih susu datar Bulat, tepi rata 50 
K8 Putih susu datar Bulat, tepi rata 100 
 
Tujuan dari pengamatan morfologi ini adalah untuk mengetahui karakter 
fisik dari suatu isolat. Koloni yang dapat tumbuh pada media CMC agar tersebut 
kemudian diberi larutan pewarna Kongo Merah 1% selama 15 menit, kemudian 
dibilas dengan 1M NaCl  selama 30 menit. Mikroorgansime selulolitik akan 
membentuk zona bening di sekitar koloni, mengingat Carboxymethylcellulose 
(CMC) merupakan senyawa turunan selulosa yang larut air sehingga mudah 
didegradasi dan digunakan sebagai substrat oleh mikroorganisme selulolitik. 
Media CMC agar menjadi media selektif yang dapat menunjang pertumbuhan 
mikroba pendegradasi selulosa. Mikroba selulolitik tersebut mampu 
menghasilkan enzim selulase yang mampu mendegradasi selulosa dengan 
memutuskan ikatan β-1,4 glikosida yang menghasilkan oligosakarida turunan 
selulosa dan glukosa. Dalam studinya, Anand et al. (2010) menyatakan bahwa 
congo red merupakan bahan pewarna berupa garam natrium dari 
benzidinediazo-bis-1 naphthylamine-4 asam sulfonat (C32H22N6Na2O6S2) 
sehingga pewarna ini akan larut dan tercuci oleh garam natrium lain, seperti 
NaCl. Kongo merah akan berikatan secara spesifik dengan polisakarida yang 
memiliki ikatan β-1,4 glikosida, dalam hal ini selulosa, sehingga media CMC agar 
akan berwarna merah. Setelah pembilasan dengan NaCl, produk hidrolisis dari 
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selulosa oleh mikroorganisme yang berupa gula-gula sederhana tidak dapat 
membentuk ikatan kompleks dengan congo red, sehingga terbentuklah zona 
bening di sekitar koloni mikroorganisme selulolitik, seperti nampak pada Gambar 
5.1.2.1.  
 
Gambar 5.1.2.1. Isolat positif mikroorganisme pada media CMC agar, sebelum 
diwarnai (kiri) dan setelah diwarnai (kanan) (dokumentasi pribadi) 
Diameter zona bening yang terbentuk diukur dan dibandingkan dengan 
diameter koloni mikroba untuk menentukan indeks aktivitas selulolitik tertinggi. 
Pada penelitian ini diperoleh 27 isolat mikroba selulolitik dari sampel kulit buah 
kopi. Data hasil pengamatan secara kualitatif menunjukkan aktivitas selulolitik 
terbesar dari mikroba asal kulit buah kopi diperoleh dari isolat A5 dan A17 
dengan nilai 2.333 (Grafik 5.1.2.1.). Sedangkan dari sampel kulit ari diperoleh 27 
isolat positif, dengan aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh isolat G11, G20, G22, 
dan K5 yang mencapai 2.000 (Grafik 5.1.2.2.). Hasil yang diperoleh sesuai 
dengan penelitian Lu et al. (2005) yang memperoleh zona bening sebesar 2.55 
cm hingga 6.40 cm dari 15 bakteri mesofilik yang diuji. Selain itu, Gautam & 
Bundela (2010) melaporkan dari 87 isolat kapang yang diuji diperoleh diameter 
zona bening mulai dari 1,5 hingga 4,7 cm.  
 
 






Grafik 5.1.2.2. Aktivitas kualitatif selulolitik mikroba dari kulit ari biji kopi 
Perbedaan indeks aktivitas selulolitik tersebut diduga karena selulase 
diekskresikan oleh masing-masing isolat bakteri yang berbeda potensinya untuk 
menguraikan substrat dalam media pertumbuhan (Sudiana et al., 2001). 
Semakin besar indeks selulase pada isolat maka semakin besar pula aktivitas 
selulolitik yang dihasilkan (Apun et al., 2000). Namun demikian, pengamatan ini 
sangat subyektif karena berdasarkan pada pengamatan mata terhadap bentuk 
koloni dan zona bening di dalam cawan petri. 
Hasil pengujian kualitatif tersebut kemudian dianalisa menggunakan 
metode Principal Component Analysis (PCA) untuk mengetahui komponen 
utama yang berperan pada keberagaman data sekaligus mengetahui potensi 
isolat yang dapat dipilih dan diuji pada penelitian selanjutnya. Berdasarkan Grafik 
5.1.2.3, diketahui bahwa nilai diameter zona bening dan diameter koloni berada 
pada komponen utama pertama (PC-1) dan mempengaruhi 87% dari 
keberagaman data. Sedangkan nilai indeks hidrolisis berada pada komponen 
utama kedua (PC-2) yang memberi kontribusi sebesar 13% terhadap 
keberagaman data.  
 
 






Hasil pengelompokkan isolat berdasarkan nilai indeks hidrolisisnya dapat 
dilihat pada Grafik 5.1.2.4. Berdasarkan grafik tersebut, dapat dikatakan bahwa 
isolat dari kelompok berwarna hijau (Isolat A4, A5, A17, G11, G15, G18, G20, 
G22, I5 dan I8) memiliki nilai indeks hidrolisis paling tinggi diantara kelompok 
lain. Sehingga dapat dikatakan bahwa kelompok isolat tersebut memiliki potensi 
sebagai mikroorganisme selulolitik yang paling besar, diikuti oleh kelompok isolat 
pada kelompok merah, kemudian biru. Isolat yang berada pada kuadran kanan 
atas, merupakan isolat-isolat yang memiliki nilai diameter zona bening besar. 
Sedangkan isolat yang berada di kuadran kanan bawah merupakan isolat yang 
memiliki nilai diameter koloni yang besar. Pengelompokan isolat berdasarkan 
metode komponen utama ini bermanfaat untuk mempermudah pengambilan 
keputusan pada tahapan penelitian selanjutnya.  
 
 
Grafik 5.1.2.4. Kelompok isolat mikroorganisme selulolitik berdasarkan nilai indeks 
hidrolisisnya 
Seluruh isolat positif yang diperoleh kemudian digoreskan secara kuadran 
pada media CMC agar baru hingga terbentuk isolat tunggal, kemudian 
digoreskan pada agar miring CMC dalam tabung reaksi untuk disimpan pada 
suhu 4°C sebagai stok kultur pada media CMC agar dalam tabung reaksi 
(Gambar 5.1.2.2.) untuk memudahkan produksi enzim selulase. Stok kultur pada 
agar miring dapat digunakan hingga 2 minggu penyimpanan pada lemari es. 
 
Gambar 5.1.2.2. Isolasi mikroorganisme selulolitik dengan goresan kuadran (kiri) 
untuk digunakan sebagai stok kultur (kanan) (dokumentasi pribadi) 
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5.2. Uji Aktivitas Enzim Selulolitik Secara Kuantitatif dengan Metode DNS 
(Dinitrosalicylic Acid) 
Seluruh 54 isolat yang telah diamati secara kualitatif kemudian diukur 
kemampuan selulolitiknya secara kuantitatif dengan pereaksi DNS selama 3 hari. 
Pengukuran aktivitas enzim selulase dilakukan secara triplo dengan cara 
menambahkan ekstrak kasar enzim selulase (supernatant) ke dalam larutan 
substrat CMC 1% (b/v) yang dilarutkan pada akuades steril. Selanjutnya larutan 
diinkubasi pada suhu 50°C, selama 1 jam dan dipanaskan hingga suhu 100°C 
selama 10 menit sebelum diukur absorbansinya pada panjang gelombang 530 
nm. Kadar gula reduksi masing-masing sampel diperoleh dengan memplotkan 
nilai absorbansi dari pengujian DNS dengan regresi linier dari kurva standar 
glukosa, y = 0,2056x - 0,0465 dengan R² = 0,9953. Konsentrasi yang didapat 
kemudian dikalikan faktor pengenceran dan dibagi dengan lama waktu inkubasi 
dan berat molekul glukosa, sehingga didapatkan unit aktivitas enzim. Satu unit 
aktivitas selulase didefisinikan sebagai jumlah enzim yang menghasilkan 1 μmol 
glukosa dalam satu menit sesuai kondisi pengukuran. Satu unit aktivitas katalitik 
1 μmol/menit = 1 / 60 μmol/s ≈ 16,67 nmol/s;  
Berdasarkan hasil pengukuran aktivitas harian (Tabel 5.2.) diketahui 
bahwa pada hari pertama, aktivitas ekstrak enzim selulase kasar tertinggi 
ditunjukkan oleh isolat M3 dengan nilai 0,495 ± 0,083 U/ml, namun demikian, 
aktivitas tersebut menurun pada hari kedua. Adapun aktivitas tertinggi pada hari 
kedua ditunjukkan oleh ekstrak kasar enzim selulase dari isolat C12 dengan nilai 
0,432 ± 0,027 U/ml. Secara umum, aktivitas ekstrak kasar enzim selulase 
menurun pada hari ketiga, namun demikian isolat G13 menunjukkan nilai 
tertinggi yakni 0,337 ± 0,345 U/ml. Peningkatan aktivitas enzim seiring dengan 
peningkatan kadar glukosa yang terukur dari dalam larutan. Sedangkan 
penurunan aktivitas enzim ditujukkan dengan rendahnya kadar glukosa dalam 
larutan sampel. Murtiyaningsih & Hazmi (2017) mengatakan bahwa penurunan 
aktivitas enzim dapat disebabkan oleh tingkat kemurnian enzim. Enzim yang 
digunakan berupa enzim ekstrak kasar, sehingga dimungkinkan masih 
mengandung komponen-komponen lain atau protein-protein lain yang 
merupakan inhibitor-inhibitor yang dapat mengganggu kerja enzim. Penyebab 
lain turunnya kadar glukosa adalah enzim dari isolat tersebut tidak mampu 
mendegradasi selulosa secara sempurna sehingga proses hidrolisis tidak dapat 
terjadi sepenuhnya. Dari data tersebut juga terlihat bahwa enzim yang diproduksi 
65 
 
oleh masing- masing isolat memiliki kondisi optimum dan waktu produksi yang 
berbeda antara satu dan yang lain.  
Tabel 5.2. Aktivitas selulase pada berbagai waktu inkubasi 
Isolat 
Aktivitas selulase (U/ml) 
Isolat 
Aktivitas selulase (U/ml) 
24 jam 48 jam 72 jam 24 jam 48 jam 72 jam 
A3 0,050 ± 0,007 0,063 ± 0,003 0,033 ± 0,002 M15 0,035 ± 0,001 0,037 ± 0,005 0,061 ± 0,001 
A4 0,075 ± 0,025 0,053 ± 0,011 0,069 ± 0,005 M22 0,103 ± 0,017 0,055 ± 0,013 0,057 ± 0,009 
A5 0,052 ± 0,005 0,030 ± 0,000 0,063 ± 0,001 N3 0,464 ± 0,062 0,259 ± 0,110 0,076 ± 0,021 
A7 0,046 ± 0,005 0,038 ± 0,003 0,045 ± 0,006 N7 0,225 ± 0,019 0,057 ± 0,000 0,099 ± 0,006 
A14 0,058 ± 0,003 0,059 ± 0,003 0,089 ± 0,007 N9 0,197 ± 0,024 0,061 ± 0,012 0,081 ± 0,005 
A15 0,043 ± 0,001 0,037 ± 0,008 0,040 ± 0,001 N14 0,286 ± 0,039 0,074 ± 0,006 0,092 ± 0,004 
A17 0,049 ± 0,002 0,036 ± 0,003 0,053 ± 0,003 N23 0,154 ± 0,029 0,044 ± 0,010 0,075 ± 0,007 
B1 0,050 ± 0,001 0,045 ± 0,003 0,058 ± 0,005 D2 0,089 ± 0,017 0,088 ± 0,019 0,063 ± 0,059 
B6 0,079 ± 0,004 0,079 ± 0,001 0,124 ± 0,001 D3 0,096 ± 0,007 0,112 ± 0,058 0,067 ± 0,066 
B11 0,056 ± 0,005 0,048 ± 0,001 0,077 ± 0,001 D7 0,058 ± 0,006 0,118 ± 0,059 0,103 ± 0,116 
B16 0,079 ± 0,012 0,046 ± 0,001 0,058 ± 0,004 E2 0,081 ± 0,017 0,089 ± 0,038 0,076 ± 0,078 
C1 0,094 ± 0,005 0,111 ± 0,040 0,068 ± 0,066 E6 0,092 ± 0,014 0,175 ± 0,090 0,085 ± 0,091 
C2 0,094 ± 0,029 0,119 ± 0,083 0,090 ± 0,097 E7 0,119 ± 0,002 0,084 ± 0,012 0,079 ± 0,081 
C9 0,051 ± 0,005 0,102 ± 0,047 0,082 ± 0,087 E8 0,085 ± 0,046 0,110 ± 0,062 0,065 ± 0,062 
C12 0,091 ± 0,014 0,432 ± 0,027 0,219 ± 0,280 E9 0,060 ± 0,016 0,137 ± 0,056 0,053 ± 0,045 
C15 0,067 ± 0,021 0,202 ± 0,162 0,105 ± 0,119 G4 0,045 ± 0,003 0,053 ± 0,012 0,052 ± 0,003 
F11 0,046 ± 0,003 0,075 ± 0,032 0,059 ± 0,053 G7 0,166 ± 0,027 0,173 ± 0,021 0,237 ± 0,000 
F12 0,067 ± 0,006 0,101 ± 0,055 0,062 ± 0,059 G10 0,125 ± 0,013 0,117 ± 0,006 0,065 ± 0,005 
F15 0,097 ± 0,002 0,122 ± 0,009 0,060 ± 0,056 G11 0,165 ± 0,008 0,066 ± 0,003 0,064 ± 0,001 
F24 0,079 ± 0,012 0,081 ± 0,024 0,070 ± 0,069 G12 0,081 ± 0,000 0,081 ± 0,005 0,088 ± 0,003 
F27 0,090 ± 0,024 0,095 ± 0,030 0,080 ± 0,083 G13 0,138 ± 0,025 0,345 ± 0,145 0,337 ± 0,345 
H3 0,123 ± 0,007 0,096 ± 0,010 0,089 ± 0,006 G14 0,160 ± 0,007 0,153 ± 0,010 0,095 ± 0,009 
H4 0,108 ± 0,025 0,087 ± 0,010 0,080 ± 0,005 G15 0,072 ± 0,005 0,079 ± 0,003 0,128 ± 0,001 
H8 0,173 ± 0,129 0,033 ± 0,009 0,188 ± 0,020 G16 0,144 ± 0,008 0,060 ± 0,003 0,072 ± 0,003 
H9 0,033 ± 0,012 0,033 ± 0,003 0,042 ± 0,002 G17 0,151 ± 0,001 0,132 ± 0,008 0,094 ± 0,007 
J3 0,047 ± 0,008 0,042 ± 0,001 0,059 ± 0,006 G18 0,079 ± 0,008 0,119 ± 0,000 0,101 ± 0,007 
J6 0,061 ± 0,002 0,049 ± 0,013 0,061 ± 0,004 G20 0,136 ± 0,011 0,160 ± 0,002 0,125 ± 0,007 
L4 0,133 ± 0,013 0,096 ± 0,010 0,092 ± 0,012 G22 0,134 ± 0,017 0,130 ± 0,034 0,084 ± 0,017 
L5 0,142 ± 0,058 0,132 ± 0,005 0,092 ± 0,000 G26 0,045 ± 0,011 0,036 ± 0,002 0,043 ± 0,001 
L6 0,166 ± 0,058 0,121 ± 0,022 0,161 ± 0,006 I2 0,091 ± 0,000 0,070 ± 0,004 0,075 ± 0,000 
L10 0,389 ± 0,095 0,184 ± 0,043 0,088 ± 0,013 I4 0,036 ± 0,000 0,036 ± 0,007 0,046 ± 0,009 
L13 0,052 ± 0,010 0,038 ± 0,001 0,046 ± 0,004 I5 0,099 ± 0,011 0,067 ± 0,010 0,073 ± 0,010 
M3 0,495 ± 0,083 0,277 ± 0,005 0,076 ± 0,001 I8 0,095 ± 0,014 0,079 ± 0,007 0,093 ± 0,002 
M6 0,332 ± 0,068 0,296 ± 0,062 0,127 ± 0,017 K1 0,154 ± 0,036 0,121 ± 0,040 0,077 ± 0,002 
M11 0,104 ± 0,090 0,083 ± 0,054 0,115 ± 0,004 K8 0,047 ± 0,020 0,054 ± 0,004 0,055 ± 0,005 
M12 0,042 ± 0,003 0,043 ± 0,006 0,043 ± 0,007     
putih  : isolat asal limbah kulit buah kopi 
abu-abu : isolat asal limbah kulit ari biji kopi 
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Data hasil pengujian tersebut kemudian digunakan untuk menentukan pH 
optimum produksi enzim pada pengujian selanjutnya. Sebanyak 22 isolat yang 
mewakili jenis mikroorganisme masing-masing dengan nilai aktivitas terbaik 
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-72 jam sesuai dengan waktu 
optimum masing masing isolat untuk menghasilkan ekstrak kasar enzim selulase 
yang akan diuji pengaruhnya terhadap pH. Adapun hasil pengujian aktivitas ekstrak 
kasar enzim selulase nampak pada Grafik 5.2.1. 
 
Grafik 5.2.1. Pengaruh pH terhadap aktivitas ekstrak kasar enzim selulase  
Hasil pengujian menunjukkan variasi pH optimum masing-masing enzim. 
Ekstrak kasar enzim selulase dari isolat C12 menunjukkan aktivitas terbaik diantara 
isolat lain, dengan aktivitas tertinggi ditunjukkan pada pH substrat 9, yakni 0,322 ± 
0,001 U/ml. Adapun aktivitas terendah ditunjukkan oleh enzim selulase dari isolat J6 
pada pH 5, yakni 0,051 ± 0,015 U/ml. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh pH, karena 
sifat ionik gugus karboksil dan gugus amino mudah dipengaruhi oleh pH (Putri, 
2016). Perubahan pH atau pH yang tidak sesuai akan menyebabkan daerah katalitik 
dan konformasi enzim berubah. Selain itu perubahan pH juga menyebabkan 
denaturasi enzim dan mengakibatkan hilangnya aktivitas enzim.  
Beberapa mikroorganisme penghasil enzim selulase yang sudah berhasil 
diisolasi sebelumnya juga memiliki pH optimum yang bebeda-beda. Menurut (Sadhu 
& Maiti, 2013), pH optimum enzim selulase yang diisolasi dari berbagai 
mikroorganisme aerob dan anaerob bervariasi, mulai dari 4,8–11. Champasri et al. 
(2015) melaporkan bahwa enzim selulase dari Macrotermes gilvus mempunyai 
range pH 4.5–8, sedangkan Islam dan Roy (2018) mengungkapkan bahwa enzim 
selulase yang diekstrak dari isolat limbah industri gula (molase) mempunyai aktivitas 
optimum dari pH 5-7.  
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Data yang telah diperoleh digunakan untuk menentukan pH optimum pada 
pengujian selanjutnya, yakni aktivitas ekstrak kasar enzim selulase pada suhu 
tertentu. Enzim selulase diinkubasi pada tiga suhu yang berbeda yakni, 37, 50 dan 
63°C untuk mengetahui suhu optimum aktivitas enzim. Adapun hasil pengujian 
ditunjukkan pada Grafik 5.2.2.  
 
Grafik 5.2.2. Pengaruh suhu terhadap aktivitas ekstrak kasar enzim selulase 
Secara umum terlihat bahwa suhu optimum aktivitas enzim adalah 50°C, 
dimana nilai aktivitas tertinggi ditunjukkan oleh enzim dari isolat C12 yaitu 0,311 ± 
0,017 U/ml, sedangkan nilai terendah ditunjukkan oleh enzim dari isolat M3 dan N3 
yakni 0,096 ± 0,006 U/ml. Hal ini sesuai dengan penelitian Nataraja et al. (2010) 
yang melaporkan bahwa suhu optimum untuk aktivitas enzim selulase dari isolat 
asal limbah padat organik adalah 50°C. Suhu memainkan peranan yang sangat 
penting dalam reaksi enzimatik, dimana ketika suhu bertambah hingga mencapai 
suhu optimum, kecepatan reaksi enzim naik karena energi kinetik bertambah. 
Bertambahnya energi kinetik akan mempercepat gerak vibrasi, translasi, dan rotasi 
baik enzim maupun substrat (Meryandini, 2009). Hal ini akan memperbesar peluang 
enzim dan substrat bereaksi sehingga meningkatkan nilai aktivitasnya. Selain itu, 
semakin tinggi suhu inkubasi maka tingkat viskositas dari CMC akan semakin 
menurun, hal ini dapat meningkatkan mobilitas molekul CMC yang dapat membantu 
akses substrat terhadap enzim selulase (Novitasari, 2019).  
Pada suhu 37°C, viskositas substrat paling tinggi sehingga sulit dihidrolisis 
oleh enzim selulase dan memberikan nilai aktivitas paling rendah pada beberapa 
isolat. Namun, pada isolat L5 nampak nilai aktivitas enzim tertinggi ditunjukkan pada 
suhu 37°C yakni 0,196 ± 0,08 U/ml. Nilai tersebut diikuti pula dengan tren 
penurunan aktivitas enzim seiring dengan kenaikan suhu. Oleh karena itu, dapat 
dikatakan bahwa sifat enzim selulase dari isolat tersebut sensitif terhadap panas. 
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Inkubasi pada suhu 63°C pada waktu yang relatif lama (60 menit) dapat pula 
menurunkan aktivitas enzim selulase. Mengingat enzim selulase merupakan molekul 
protein yang sensitif terhadap panas. Hal ini ditunjukkan dengan tren penurunan 
nilai aktivitas enzim semua isolat pada suhu 63°C. Adapun nilai aktivitas terendah 
ditunjukkan oleh enzim dari isolat J6 yakni 0,117 ± 0,003 U/ml. Ketika suhu lebih 
tinggi dari suhu optimum, protein berubah konformasi sehingga gugus reaktif 
terhambat. Perubahan konformasi ini dapat menyebabkan enzim terdenaturasi. 
Substrat juga dapat berubah konformasinya pada suhu yang tidak sesuai, sehingga 
substrat tidak dapat masuk ke dalam sisi aktif enzim (Maryandini, 2009).  
5.3.  Uji Aktivitas Enzim Selulase Secara Kuantitatif dengan Cellulase Assay 
Kit Cell G5 (Megazyme) 
CellG5 adalah reagen uji yang digunakan untuk mengukur aktivitas 
endoselulase (endo-β-1,4-glukanase). Reagen ini terdiri dari 2 komponen utama, 
yakni 4,6-O-(3-Ketobutylidene)-4-nitrophenyl-β-D-cellopentaoside (BPNPG5) dan β-
glukosidase termostabil. Gugus keton akan mencegah terjadinya proses hidrolisis β-
glukosidase pada BPNPG5. Inkubasi dengan endoselulase akan menghasilkan non-
blok oligosakarida kolorimetri yang nantinya akan dihidrolisis oleh β-glukosidase 
menjadi D-glukosa dan PNP (4-nitrofenol). Reaksi hidrolisis akan berhenti dan akan 
terjadi perubahan warna menjadi kuning ditambahkan dengan larutan buffer Tris (pH 
9,0). Oleh karena itu, pembentukan kompleks warna 4-nitrofenol (PNP) 
berhubungan langsung dengan hidrolisis substrat BPNPG5 oleh enzim 
endoselulase.  
Pengujian aktivitas enzim selulase dengan Cellulase Assay Kit CellG5 
(Megazyme) dilakukan pada 22 isolat yang memiliki nilai aktivitas enzim tertinggi 
berdasarkan metode DNS yang telah dilakukan sebelumya. Adapun hasil pengujian 
nampak pada Grafik 5.3.  
 








Pengujian aktivitas enzim menggunakan Kit Megazyme CellG5 ini menunjukkan nilai 
yang relatif rendah karena hanya menguji endo-selulase saja. Pada tahun 2014, 
Mangan et al.  melaporkan bahwa nilai minimal dari aktivitas β-glukosidase untuk 
pengujian dengan kit ini adalah 0,65 U/ml. Kemudian, Mangan et al. (2016) 
menyebutkan pada pengujian β-glukosidase dengan aktivitas 1.33 U/ml, kit ini 
memiliki limit deteksi 3,5×10−4 U/mL (3 x σ, atau senilai dengan absorbansi 0,007), 
dan limit kuantifikasi sebesar 4,1× 10−3 U/mL (10 x σ, atau senilai dengan absorbansi 
0,023 pada peneraan blanko). Ekstrak enzim kasar yang dihasilkan pada penelitian 
kali ini memiliki nilai aktivitas lebih rendah, sehingga pengujian menggunakan kit 
menjadi kurang akurat. Selain itu kondisi enzim yang diuji pada penelitian ini masih 
berupa ekstrak enzim kasar dengan banyak pengotor yang dapat mempengaruhi 
sensitifitas pengujian dan pada pengujian ini inkubasi dilakukan pada suhu 40°C 
sehingga kurang optimum untuk beberapa enzim. 
5.4.  Pengujian Aktivitas Spesifik Enzim Selulase 
Pengujian aktivitas spesifik enzim dilakukan dengan pengujian kadar protein 
dari larutan enzim terlebih dahulu. Hal ini sesuai dengan pendapat  Robinson (2015) 
bahwa aktivitas spesifik enzim adalah ukuran kemurnian enzim yang berkaitan 
dengan total protein. Aktivitas spesifik dihitung dengan cara membagi aktivitas 
enzim dalam U/mL dengan konsentrasi protein dalam mg/mL, sehingga akan 
didapatkan aktivitas spesifik enzim dalam U/mg.  
Penentuan kadar protein dilakukan dengan metode Bradford. Hal ini 
dikarenakan uji Bradford memiliki beberapa kelebihan dibandingkan dengan metode 
lainnya, antara lain mudah untuk dilakukan, murah, reaksi berlangsung cepat, 
kompleks warna yang dihasilkan lebih stabil, serta minimnya gangguan dari zat lain 
(Bonjoch & Tamayo, 2001). Dalam uji Bradford digunakan pewarna Coomasie 
Brilliant Blue (CBB) G-250 yang akan berikatan dengan berbagai residu asam amino 
seperti arginine, histidine, phenylalanine, tryptophan, tyrosine, dan lysine dalam 
larutan dan menyebabkan perubahan warna larutan dan diukur absorbansinya pada 
panjang gelombang 595nm (Nouroozi et al., 2015). Kadar protein didapatkan 
dengan cara memasukkan nilai absorbansi larutan ekstrak kasar enzim selulase ke 
dalam persamaan linear kurva standar BSA (Grafik 5.4.). Konsentrasi protein yang 





Grafik 5.4. Kurva standar bovine serum albumin (BSA) 
Hasil pengukuran kadar protein ekstrak kasar enzim selulase digunakan 
untuk menghitung aktivitas spesifik masing-masing enzim. Pengujian aktivitas enzim 
dilakukan pada kondisi optimum masing-masing enzim dengan menggunakan Kit 
Megazyme CellG5. Aktivitas spesifik tersebut diperoleh dari pembagian antara unit 
aktivitas enzim dengan kadar protein terlarut/total dalam larutan. Adapun data hasil 
pengujian ditunjukkan pada Tabel 5.4.  















A3 0,736 ± 0,019 0,180 ± 0,005 D7 0,437 ± 0,014 0,081 ± 0,003 
A4 0,487 ± 0,074 0,294 ± 0,045 E6 0,343 ± 0,032 0,104 ± 0,010 
C12 0,552 ± 0,025 0,401 ± 0,018 G7 0,474 ± 0,032 0,150 ± 0,010 
H8 0,343 ± 0,069 0,368 ± 0,074 G11 0,890 ± 0,005 0,099 ± 0,001 
J6 0,382 ± 0,050 0,233 ± 0,031 G13 0,465 ± 0,020 0,247 ± 0,011 
L5 0,539 ± 0,007 0,148 ± 0,002 G14 1.327 ± 0,037 0,099 ± 0,003 
L6 0,853 ± 0,050 0,132 ± 0,008 G20 0,618 ± 0,074 0,231 ± 0,028 
L10 0,409 ± 0,074 0,353 ± 0,011 G22 0,526 ± 0,008 0,235 ± 0,004 
M3 0,683 ± 0,076 0,130 ± 0,014 I5 0,461 ± 0,061 0,252 ± 0,033 
M6 0,539 ± 0,013 0,033 ± 0,001 K8 0,551 ± 0,043 0,080 ± 0,006 
N3 0,644 ± 0,024 0,192 ± 0,007    
N14 0,317 ± 0,025 0,356 ± 0,028    
(isolat dari limbah kulit buah kopi) (isolat dari kulit ari biji kopi) 
Berdasarkan data tersebut, diketahui bahwa aktivitas spesifik tertinggi 
ditunjukkan oleh enzim dari isolat C12 yakni 0,401 ± 0,018 U/mg. Sedangkan 
aktivitas spesifik terendah ditunjukkan oleh enzim dari isolat M6, yakni 0,033 ± 0,001 
U/mg. Adapun pengujian ini menjadi acuan dalam penelitian tahap kedua yakni 
produksi, pemurnian dan karakterisasi enzim selulase dari isolat terbaik.  
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5.5.  Identifikasi Isolat Terbaik 
Berdasarkan hasil pengamatan kualitatif dan kuantitatif, diketahui isolat C12 
merupakan isolat terbaik dengan nilai aktivitas spesifik enzim selulase tertinggi. 
Isolat C12 menunjukkan indeks hidrolisis sebesar 1.33 pada pengujian kualitatif, 
aktivitas ekstrak enzim kasar tertinggi pada hari kedua inkubasi sebesar 0,432 ± 
0,027 U/ml, pada pH dan suhu optimum berturut-turut adalah 0,322 ± 0,001 U/ml 
pada pH 9 dan 0,311 ± 0,017 U/ml pada suhu 50°C. Adapun hasil pengujian dengan 
Kit Megazyme CellG5 menunjukkan aktivitas ekztrak enzim kasar isolat C12 sebesar 
0,221 U/ml, dengan kadar protein 0,552 ± 0,025 mg/ml sehingga aktivitas spesifik 
0,406 ± 0,010 U/mg. Proses identifikasi isolat terbaik dilakukan secara konvensional 
dan molekuler pada isolat yang menunjukkan nilai rata-rata aktivitas enzim selulase 
tertinggi. 
Identifikasi konvensional dilakukan dengan menumbuhkan isolat C12 pada 
media CMC agar dalam cawan petri kemudian diamati morfologi koloni yang 
tumbuh. Selain itu, pengamatan terhadap sel dilakukan dibawah mikroskop dengan 
perbesaran tertentu. Adapun hasil pengamatan nampak pada Tabel 5.5.1.  
Tabel 5.5.1. Hasil pengamatan morfologi koloni dan sel isolat C12 
Koloni Sel 
Bentuk Bulat Batang, berpasangan dan 
membentuk rantai 
Tepian Bergelombang  
Elevasi Menonjol  
Warna Putih susu  
Ukuran 1.2 cm  
Gram  Negatif 
 
Pengujian identitas isolat kemudian dilanjutkan dengan pengujian secara 
molekuler. Metode molekuler merupakan salah satu metode identifikasi 
mikroorganisme yang banyak digunakan saat ini karena sifatnya yang sensitif dan 
selektif. Oleh karena itu, teknik identifikasi berbasis molekuler merupakan metode 
yang disarankan untuk karakterisasi dan identifikasi isolat baru (Rathnan et al., 
2013). Pada prinsipnya identifikasi molekuler dilakukan melalui analisis sekuen gen 
dari suatu genom mikroorganisme. Analisis sekuen gen dibedakan menjadi dua, 
yaitu 16S-rRNA untuk organisme prokariot dan 18S-rRNA untuk organisme eukariot 
(Suryanto, 2003). 
Sekuen RNA ribosomal (rRNA) dari organisme yang secara genetik 
berkorelasi umumnya sama. Dengan demikian jarak kekerabatan dan hubungan 
evolusi antar organisme dapat dilihat dari kemiripan sekuen RNA yang dimiliki. 
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Ribuan sekuen dari berbagai spesies mikroorganisme telah terkumpul di database 
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Selain itu, sekuen gen dari 
isolat baru juga dapat dibandingkan dengan sekuen gen yang sudah terdaftar pada 
database ini sehingga dapat diketahui kekerabatannya dengan organisme lain 
(Rinanda, 2011). 
Identifikasi molekuler 16S-rRNA dilakukan dengan menggunakan jasa 
analisa komersial di PT. Gentika Science Indonesia. Metode yang digunakan adalah 
ekstraksi DNA menggunakan Quick-DNATM Fungal/Bacteria Miniprep Kit (Zymo 
Research, D6005), Amplifikasi PCR menggunakan MyTaq HS Red Mix (Bioline, 
BIO-25047), purifikasi produk hasil PCR dengan ZymocleanTM Gel DNA Recovery 
Kit (Zymo Research, D4001). Adapun hasil pengujian ditunjukkan pada tabel berikut, 
Tabel 5.5.2. Kuantifikasi DNA Genome C12 dengan nanodrop 
Kode Isolat Konsentrasi (ng/nl) A260/280 A260/230  Volume (µl) 
C12 82.9 1.78 0,39 30 
 
Berdasarkan Tabel 5.5.2., konsentrasi DNA hasil ekstraksi yang diperoleh adalah 
82.9 ng/μl, dengan nilai A260/280 sebesar 1.78 dan A260/230 sebesar 0,39. Nilai 
A260/280 merupakan indikator kemurnian DNA dari kontaminasi protein dan RNA, 
dimana molekul DNA dikatakan murni apabila rasio berkisar antara 1,8-2,0, 
Sedangkan nilai rasio A260/230 adalah indikator kemurnian gDNA dari kontaminasi 
polifenol dan polisakarida, gDNA dikatakan murni apabila nilai rasio berkisar antara 
2,0-2,2. Nilai rasio A260/230 pada isolat C12 yang masih di bawah 2,0 
mengindikasikan adanya kontaminan yang dapat diserap pada panjang gelombang 
230 nm, seperti polifenol, EDTA, karbohidrat, lemak, dan garam (Aguilar et al., 
2016). Namun demikian, sampel dinyatakan cukup murni dan dapat dilakukan 
analisis BLAST, karena terlihat pada kromatogram hasil sequencing sampel C12 
pada kedua reaksi (Forward dan reverse) yang menunjukkan tidak adanya double 
template. 
DNA hasil ekstraksi selanjutnya diamplifikasi menggunakan PCR. 
Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik amplifikasi sekuen DNA spesifik 
secara in vitro dengan menggunakan dua primer oligonukleotida yang membatasi 
sekuen target (Atawodi et al., 2010). Umumnya primer yang digunakan terdiri dari 
16- 20 nukleotida dan dirancang berdasarkan daerah konservatif pada genom 
tersebut, dimana kelompok organisme dengan tingkat kekerabatan dekat akan 
memiliki daerah konservatif yang mirip. Pada penelitian ini, primer yang digunakan 
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untuk amplifikasi fragmen 16S-rRNA adalah primer universal 27F dan 1492R 
dengan urutan basa nukleotida sebagai berikut:  
 
Primer forward 27F  : 5‟ –AGAGTTTGATCCTGGCTCAG– 3‟ 
Primer reverse 1492R : 5‟ –TACGGTTACCTTGTTACGACTT– 3‟ 
 
Visualisasi hasil amplifikasi PCR dilakukan dengan metode elektroforesis 
pada gel agarose 1%. Tahap ini bertujuan untuk mengetahui keberhasilan proses 
amplifikasi PCR gen 16S-rRNA. Hasil elektroforesis menunjukkan bahwa fragmen 
gen 16S-rRNA dari isolat C12 berhasil teramplifikasi dengan ukuran sekitar 1402 bp 
(Gambar 5.5.1.). Pita amplikon yang terlihat tidak smear dan tunggal sehingga 
menunjukkan keberhasilan proses dan kespesifikannya. Sekuen 16S-rRNA sudah 
banyak digunakan dalam proses identifikasi suatu mikroorganisme karena beberapa 
kelebihannya, yaitu keberadaannya pada hampir seluruh bakteri, fungsinya tidak 
berubah seiring waktu, serta ukuran gen cukup besar untuk dijadikan informasi 
(Janda & Abbott, 2007). 
 
 
Gambar 5.5.1. (a) Hasil Elektroforesis Sampel C12 (1) dan Marker (M); 
(b) Ukuran Marker 
Amplikon gen 16S-rRNA dari isolat C12 kemudian disekuensing untuk 
menentukan urutan basa nukleotida. Pengurutan basa nukleotida ini digunakan 
untuk mengidentifikasi bakteri pada tingkat spesies serta mengetahui hubungan 
kekerabatannya dengan organisme lain. Hasil urutan sekuen isolat C12 dengan 







Gambar 5.5.2. Urutan basa nitrogen isolat C12 
Hasil sekuen gen 16S-rRNA dari isolat C12 selanjutnya disejajarkan dengan 
sekuen 16S-rRNA dari mikroorganisme lain yang sebelumnya sudah teridentifikasi 
dan terdaftar di dalam Gen Bank melalui program Basic Local Alignment Tool 
(BLAST) yang dapat diakses secara daring dengan alamat situs 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Program BLAST akan menemukan daerah 
kesamaan, membandingkan sekuen nukleotid pada database sekuen, serta 
menghitung kecocokannya secara statistik. Tabel hasil BLAST (Tabel 5.2.3.) 
menunjukkan tingkat kedekatan homologi antara isolat C12 dengan bakteri lainnya 
yang ada di dalam GenBank. Hasil pencarian dibatasi pada 6 spesies dengan 
persentase kemiripan tertinggi untuk memaksimalkan proses identifikasi dengan 
pohon filogenetik. 
Tabel 5.5.3. Hasil pencarian pada BLAST untuk isolat C12 
Nama spesies Panjang basa Kode Akses NCBI 
Bacterium strain BS1274  1404 bp MK824462.1 
Leclercia sp. RF042 1471 bp HM165189.1 
Enterobacter ludwigii strain CaR 1443 bp FJ462703.1 
Leclercia adecarboxylata strain FITM-30 1410 bp MN625857.1 
Pantoea agglomerans strain BH-18 1418 bp EU590682.1 
 
Pohon filogenetik C12 dikonstruksi menggunakan software MEGA7 karena 
dapat digunakan untuk dua tujuan sekaligus yaitu pengambilan kesimpulan 
hubungan evolusi dari sekuen-sekuen yang homolog dan memperkirakan 
keragaman evolusi netral dan selektif diantara sekuen. Di samping itu Mega7 ini 
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juga dilengkapi dengan hasil berupa diagram pohon filogenetik serta matrik jarak 
evolusi. Konstruksi pohon filogenetik bertujuan untuk melihat kekerabatan sampel 
dengan sekuen organisme pembanding yang berasal dari GenBank NCBI 
berdasarkan hubungan evolusionernya. Sekuen mikroorganisme pembanding 
diambil dari daftar 8 mikroorganisme terbaik pada hasil BLAST kemudian atur 
menggunakan ClustalW. Pohon filogeni ini dibuat dengan menggunakan metode 
statistik Neighbor-joining, filogenetik tes dengan metode Bootstrap 500 replikat dan 
dihitung menggunakan metode p-distance. Nilai bootstrap menjadi tolak ukur 
penentu tingkat kepercayaan pohon filogeni. Semakin tinggi nilai bootstrap maka 
semakin tinggi pula tingkat kepercayaan topologi (cabang) pohon hasil yang telah 
dibuat (Oliviani, 2019). Hasil desain pohon filogenetik mikroorganisme penghasil 
enzim selulase dari limbah kulit kopi isolat C12 ditampilkan pada Gambar 5.5.3. 
 
Gambar 5.5.3. Desain pohon filogenetik isolat C12  
Berdasarkan desain pohon filogenetik tersebut (Gambar 5.5.3.) dapat dilihat 
bahwa sampel isolat C12 dapat digolongkan ke dalam spesies Leclercia 
adecarboxylata karena berada dalam satu cabang yang sama dan menunjukkan 
nilai bootstrap 64%. Menurut (Ludwig & Klenk, 2005), dua isolat yang berada pada 
cabang yang sama menandakan kesamaan spesies. Hal ini juga sesuai apabila 
dibandingkan dengan hasil BLAST yang menunjukkan bahwa isolat C12 dan 
Leclercia adecarboxylata memiliki tingkat kemiripan homologi dengan nilai 
percentage identity sebesar 99.50%. Menurut Stackebrandt and Goebel (1994), 
sampel mikroorganisme yang menggunakan marka 16S-rRNA dapat dikatakan 
identik (similar) pada level genus jika memiliki nilai percentage identitiy (% ident) di 
atas 95%, dan pada level spesies jika nilai (% ident) nya di atas 97,5%. Suatu isolat 
dikatakan sebagai spesies baru apabila karakteristik fenotipnya tidak cocok dengan 
kriteria yang ada, dan sekuen gen 16S-rRNA isolat memiliki nilai (% ident) di bawah 
97% jika dibandingkan dengan sekuen yang sudah ada pada bank data (Drancourt 
et al., 2004).  
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Pada tahun 1962, Leclerc melaporkan bakteri yang diisolasi dari bahan 
pangan menunjukkan kemiripan dengan Echerichia coli namun memberi warna 
kuning pada tes IMViC sehingga memberinya nama Escherichiae adecarboxylata. 
Ewing & Fife (1972) dalam Grimont & Grimont (2015) menyebutkan bahwa 
Escherichiae adecarboxylata merupakan nama lain untuk Enterobacter 
agglomerans. Namun, kemudian dilaporkan bahwa Escherichiae adecarboxylata 
mempunyai komposisi asam nukleat dan protein yang berbeda dari golongan 
Enterobacter agglomerans  dan sifat biokimia yang berbeda antara kedua bakteri 
tersebut. 
Leclercia adecarboxylata merupakan golongan Enterobacteriaceae yang 
bersifat motil, suhu pertumbuhan 37°C namun masih dapat tumbuh pada suhu 4°C, 
berwarna putih namun menghasilkan pigmen kuning pada hari ke-7 pertumbuhan, 
memberikan hasil positif pada pengujian indol, metil merah, KCN, malonate, beta-
galaktosidase, beta-xylosidase, hidrolisis eskulin, memproduksi gas dari D-glukosa, 
memproduksi asam dari L-arabinosa, selobiosa, beta-gentibiosa, laktosa, maltossa, 
melibiosa, melezitosa, L-ramnosa,  trehalosa, D-xilosa, adonitol, D-arabitol, dulcitol, 
manitol, arbutin, salicin, glukonat, 2-ketoglukonat (Tamura et al., 1986). Seperti 
bakteri golongan Enterobacteriaceae lainnya, Leclercia adecarboxylata memiliki 
dinding sel gram negatif, anaerob fakultatif, non-oksidatif, mesofilik, memiliki flagella 
getar, berbentuk batang, dengan komposisi G+C 52-54% (Stock et al., 2004). Hal ini 
sesuai dengan hasil pengamatan morfologi bakteri di bawah mikroskop seperti pada 
Gambar 5.5.4. berikut,  
 
Gambar 5.5.4. Pengamatan isolat C12 pada mikroskop perbesaran 1000x 
(Dokumentasi pribadi) 
Hasil pengamatan morfologi menunjukkan isolat C12 merupakan bakteri gram 
negatif dan berbentuk basil. Menurut Gram (1884), bakteri dibedakan menjadi dua 
kelompok berdasarkan kemampuannya dalam mempertahankan larutan Kristal 
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Violet setelah ditetesi dengan Iodin, Alkohol dan Safranin (Grimont & Grimont, 
2015). Bakteri gram positif pada pewarnaan Gram berwarna ungu disebabkan 
kompleks zat warna kristal violet-yodium tetap dipertahankan meskipun diberi 
larutan pemucat aseton alkohol, sedangkan bakteri gram negatif berwarna merah 
sebab kompleks tersebut larut pada saat pemberian larutan pemucat aseton alkohol 
sehingga mengambil warna merah safranin. Perbedaan warna pada bakteri gram 
positif dan gram negatif menunjukkan bahwa adanya perbedaan struktur dinding sel 
antara kedua jenis bakteri tersebut. Leclercia adecarboxylata sebagai bakteri gram 
negatif memiliki struktur dinding sel dengan kandungan lipid yang tinggi, sehingga 
memberikan warna merah pada proses pewarnaan gram.  
 
Gambar 5.5.6. Leclercia adecarboxylata pada (A) McConey agar dan (B) mikroskop 
dengan pengecatan gram (Matsuura and Sugiyama, 2018)  
Keberadaan bakteri ini pada sampel diduga sebagai dekomposer pada 
proses biodegradasi limbah kulit kopi di Perkebunan Kalisat Jampit, Kabupaten 
Bondowoso. Menurut Game et al. (2018) proses dekomposisi limbah organik 
melibatkan berbagai macam mikroorganisme, dimana pada tahap awal proses 
didominasi oleh golongan mesofilik, termasuk patogen yang kemudian mati seiring 
dengan kenaikan suhu proses pada tahap puncak dekomposisi. Pertumbuhan 
bakteri patogen pada limbah kulit kopi tidak dapat dihindari mengingat perlakuan 
dan kondisi penyimpanannya selama di perkebunan, limbah kulit kopi hasil 
pengolahan basah dibiarkan di atas tanah di area pabrik selama berhari-hari hingga 
diangkut untuk memupuk pohon kopi. Proses isolasi di laboratorium pada suhu 37°C 
selama 48 jam turut menjadi faktor pendukung pertumbuhan bakteri ini. Selain 
aktivitasnya sebagai dekomposer pada limbah kulit kopi, keberadaan Leclercia 
adecarboxylata pada limbah kulit kopi dapat pula memberi manfaat bagi industri 
pangan dan pertanian seperti yang disebutkan pada Tabel 5.5.4.  
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Tabel 5.5.4. Keberadaan dan manfaat bakteri Leclercia adecarboxylata di alam 
Asal / Sampel Manfaat / Peran Pustaka 
Limbah lumpur industri 
minyak di India 
Agen pendegradasi senyawa 
aromatik hidrokarbon pada tanah 
yang terkontaminasi minyak 
Sarma et al. (2004) 
Limbah kayu di India Agen biodegradasi (kemampuan 
selulolitik) 
Yadav et al., (2012) 
Akar tanaman papaya 
(Carica papaya L.) 
mengikat nitrogen dari tanah dan 
udara, melarutkan fosfat hingga 
menghasilkan senyawa antimikroba 
yang dapat menghambat pathogen 
lain pada tanaman 
Melo et al. (2016)
 
Padi Japonica (Oryza sativa 
L. var. Jin so mi) 
Produsen fitohormon (IAA) 
pendukung pertumbuhan tanaman 
Shahzad et al. (2017) 
Tanaman kedelai Kemampuan selulolitik Kumawat et al. (2019) 
Biji kacang tanah menghambat aflatoksin yang 
diproduksi oleh Aspergilus flavus 
LI et al. (2019) 
Akar padi (Oryza sativa L.) Produksi hormon pemicu 
pertumbuhan tanaman (IAA) 
Kumar et al. (2020) 
   
5.6. Produksi Enzim Selulase dari Isolat Terbaik 
Sebelum dilakukan produksi enzim selulase dari isolat terbaik C12 Leclercia 
adecarboxylata perlu diketahui terlebih dahulu pola pertumbuhan dan produksi 
enzim dari bakteri tersebut. Terlebih lagi karena informasi mengenai enzim selulase 
dari Leclercia adecarboxylata belum banyak dipaparkan. Waktu optimum produksi 
enzim secara langsung maupun tidak langsung dapat diketahui dengan mengamati 
laju pertumbuhan bakteri tersebut. Menurut El-Mansi and Bryae (1999) dalam 
(Rohma, 2015), fermentasi enzim dapat dibagi menjadi dua jenis yakni, fermentasi 
yang berkaitan dengan kurva pertumbuhan bakteri (growth associated) dan 
fermentasi yang tidak berkaitan dengan kurva pertumbuhan bakteri.  
Kurva pertumbuhan bakteri secara umum diperoleh dengan membuat plot 
antara waktu inkubasi dan perumbuhan bakteri berdasarkan tingkat kekeruhan 
larutan pada derajat Optical Density (OD). OD dapat digunakan untuk mengukur 
tingkat kekeruhan dengan menggunakan panjang gelombang tertentu, dimana 
semakin keruh suatu media cair atau larutan menunjukkan jumlah masa bakteri 
semakin banyak (Oliviani, 2019). Sedangkan penentuan waktu optimum produksi 
enzim selulase dilakukan dengan melakukan pengujian aktivitas enzim selulase 
setiap hari selama 7 hari waktu inkubasi. Setelah itu data pengamatan aktivitas 
enzim setiap hari diplotkan dalam grafik dengan waktu inkubasi sebagai absis dan 
aktivitas selulase sebagai sumbu ordinat. Waktu panen enzim ditentukan dengan 
melihat waktu inkubasi dengan aktivitas enzim selulase tertinggi (Rohma, 2015). 




Grafik 5.6. Profil pertumbuhan dan produksi enzim isolat Leclercia 
adecarboxylata C12  
Dari Grafik 5.6. diketahui bahwa bakteri Leclercia adecarboxylata C12 
mengalami fase adaptasi pada 24 jam pertama pertumbuhannya setelah 
diinokulasikan pada media CMC cair dan diinkubasi pada suhu 37°C. Setelah 
ditumbuhkan pada media yang baru, bakteri baru menyesuaikan diri dengan 
lingkungan yang baru, sehingga sel belum membelah diri dan nilai absorbansi 
larutan sangat rendah. Pada fase ini, enzim selulase yang diproduksi terbatas dan 
aktivitasnya relatif rendah hanya 0,088 U/ml. Teng et al. (2019) menyebutkan bahwa 
setelah 1 hari inkubasi, nilai OD600 dari kultur Leclercia adecarboxylata mencapai 
1.2.  
Sel mikrobia mulai membelah diri pada fase pertumbuhan yang dipercepat, 
namun demikian waktu generasinya masih panjang. Fase permulaan sampai fase 
pertumbuhan dipercepat sering disebut lag phase, yang ditunjukkan pada garis 
diantara hari pertama dan kedua pertumbuhan bakteri. Pada fase ini produksi enzim 
selulase oleh bakteri semakin banyak dan aktivitasnya mulai meningkat. Kecepatan 
sel membelah diri paling cepat terdapat pada fase pertumbuhan logaritma atau 
pertumbuhan eksponensial, dengan waktu generasi pendek dan konstan, 
pertumbuhan sel paling cepat, metabolisme sel paling aktif, sintesis bahan sel 
sangat cepat. Pada fase ini, fase logaritma, pertumbuhan sel paling cepat, 
metabolisme sel paling aktif, sintesis bahan sel sangat cepat bakteri memproduksi 
enzim selulase paling banyak dan aktivitas enzimnya pun paling tinggi selama 
pengamatan hingga mencapai 0,183 U/ml. Kemampuan isolat Leclercia 
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adecarboxylata C12 untuk menghasilkan enzim pada awal fase eksponensial (48 
jam) seperti halnya pada isolat Paenibacillus barcinonensis MG7 (Asha et al., 2012). 
Selanjutnya pada fase pertumbuhan yang mulai terhambat hari ke-3, 
kecepatan pembelahan sel berkurang dan jumlah sel yang mati mulai bertambah. 
Fase ini disebut juga fase stasioner, dimana jumlah sel yang mati semakin 
meningkat sampai jumlah sel hidup hasil pembelahan sama dengan jumlah sel yang 
mati, seolah-olah tidak terjadi pertumbuhan (pertumbuhan nol). Pada akhir masa 
pertumbuhan koloni bakteri hari ke-5, kecepatan kematian sel terus meningkat 
sedang kecepatan pembelahan sel adalah nol, sehingga jumlah sel hidup menurun 
dengan cepat seperti deret ukur. Walaupun demikian penurunan jumlah sel hidup 
tidak mencapai nol, dalam jumlah minimum tertentu sel mikrobia akan tetap 
bertahan sangat lama dalam medium tersebut. Adapun aktivitas enzim selulase 
terus menurun karena terbentuknya metabolit sekunder yang dapat menghambat 
aktivitas enzim selulase (Rohma, 2015). Sehingga waktu produksi enzim kemudian 
ditetapkan pada hari ke-2 setelah inokulasi kultur stater, hal ini akan memberi 
keuntungan pada industri karena dapat meminimalisir biaya perawatan kultur karena 
secara umum enzim selulase dihasilkan oleh mikroba selulolitik pada fase stasioner 
pertumbuhannya (Asha et al., 2012).  
 
5.7. Purifikasi Parsial Enzim Selulase Isolat Terbaik 
Proses pemurnian parsial enzim selulase dilakukan dengan metode 
presipitasi ammonium sulfat dan dialisis. Pemurnian enzim bertujuan untuk 
memisahkan enzim yang diinginkan dari senyawa lain yang menganggu. Amonium 
sulfat mengandung ion-ion garam yang akan menurunkan kelarutan protein. Ion-ion 
garam tersebut akan mengikat molekul air yang berinteraksi dengan protein 
sehingga protein lain akan teragregasi dan mengendap (Oliviani, 2019). 
Pengendapan bertujuan untuk pemurnian enzim sehingga dapat meningkatkan 
aktivitas spesifik enzim tersebut. Adapun konsentrasi ammonium sulfat yang 
ditambahkan adalah 80% sesuai dengan metode Islam & Roy (2018). Hasil 
pengendapan ammonium sulfat disentrifugasi pada suhu rendah untuk 
mendapatkan endapan protein yang merupakan enzim selulase. Enzim hasil 
pengendapan memiliki residu garam yang tinggi. Oleh karena itu, dilakukan proses 
dialisis pada bufer optimum enzim. 
Dialisis adalah teknik untuk memisahkan komponen yang kecil dan tidak 
diinginkan dari suatu larutan dengan menggunakan difusi pasif dan selektif oleh 
membran semipermeable. Garam yang digunakan dalam proses pengendapan 
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harus dihilangkan dari enzim karena garam amonium sulfat dan ion-ion yang 
terdapat pada endapan bersama dengan enzim dapat mempengaruhi kestabilan 
enzim selama penyimpanan sehingga perlu dilakukan dialisis untuk 
menghilangkannya (Berg et al., 2002). Dialisis dilakukan dengan menggunakan 
kantong selofan dari Sigma Aldrich (D9777100FT) dengan lebar 9 mm dan pori 
berukuran 2000 MWCO (Molecular Weight Cut Off).  
Pada tahap dialisis ekstrak enzim kasar (protein) ditempatkan di dalam 
kantung (membran) semipermeable yang direndam dengan larutan buffer fosfat pH 
9. Molekul yang berukuran kurang dari hingga 1,2 kDa akan keluar melalui membran 
dan molekul protein yang berukuran lebih dari 2 kDa akan tertahan di dalam 
membran dialisis. Diketahui berat molekul dari enzim selulase berkisar antara 26-
200 kDa, sehingga enzim selulase tidak dapat keluar melalui pori pada kantong 
dialisis tetapi amonium sulfat yang berupa ion dapat keluar dengan mudah melalui 
membran (Sonia & Kusnadi, 2016). Proses dialisis dilakukan pada suhu rendah 
(4°C) semalaman hingga tidak ada endapan putih yang terbentuk ketika pengujian 
dengan BaCl2. Proses pemurnian tersebut akan mempengaruhi kadar protein serta 
aktivitas spesifik dari enzim selulase. Adapun pengaruh proses pemurnian terhadap 
aktivitas enzim nampak pada Tabel 5.7. 



















Enzim kasar 480 115.088 1053.538 0,1092 100 1 
Amonium 
sulfat 80% 
300 63.830 488.100 0,1308 55.462 1.197 
Dialisis  55 8.472 55.521 0,1526 7.361 1.397 
Hasil pemurnian enzim pada Tabel 5.7. menunjukkan penurunan kadar 
protein total yang mengindikasikan bahwa proses dialisis berjalan dengan baik 
dalam menghilangkan protein-protein pengotor atau non enzim. Hal ini secara 
langsung menyebabkan peningkatan aktivitas spesifik enzim selulase sesuai 
dengan pendapat Berg et al. (2002) bahwa tingkat kemurnian sebanding dengan 
aktivitas spesifik enzim, semakin tinggi aktivitas spesifik enzim maka tingkat 
kemurnian enzim juga akan semakin tinggi.  
Aktivitas spesifik, prosentase yield dan tingkat kemurnian pada penelitian ini 
dinilai masih rendah. Sebelumnya telah dilaporkan oleh Gaur & Tiwari (2015) bahwa 
aktivitas spesifik tertinggi enzim selulase Bacillus vallismortis RG-07 diperoleh dari 
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hasil proses presipitasi dengan ammonium sulfat 80% yakni 1.48 U/mg dengan yield 
sebesar 83% dan tingkat kemurnian 4.7 kali. Sedangkan proses dialisisnya 
meningkatkan aktivitas spesifik enzim hingga menjadi 3.69 U/mg dengan tingkat 
kemurnian 11,6 kali dan yield 74%. Adapun Al-Kharousi et al. (2015) memperoleh 
aktivitas spesifik sebesar 1,9 U/mg, tingkat kemurnian 1,27 kali dan yield sebesar 
93.5% dari proses presipitasi enzim  Chaetomium sp. dengan ammonium sulfat 
80%. Kemudian aktivitas spesifik meningkat menjadi 2,47 U/mg dengan tingkat 
kemurnian 1,67 kali dan yield sebesar 74,4%. Tahapan pemurnian yang baik 
mempertimbangkan tingkat kemurnian dan yield. Tingkat kemurnian yang tinggi dan 
yield yang rendah sehingga menyisakan sedikit protein merupakan tahapan yang 
baik digunakan untuk penelitian. Sedangkan jika yield yang tinggi dengan tingkat 
kemurnian yang rendah akan menunjukkan banyak kontaminan (protein selain yang 
diinginkan) dalam fraksi (Berg et al., 2002).  
Pada penelitian ini, diperoleh sebesar 480 ml ekstrak enzim kasar dari 500 
ml media CMC cair yang telah diinokulasi dengan 1 ose bakteri Leclercia 
adecarboxylata C12. Jumlah ini dinilai cukup besar, mencapai 96% dari total 
produksi enzim pada kondisi tanpa optimasi. Namun demikian proses pemurnian 
parsial menurunkan jumlah enzim selulase hingga 89% dari total produksi enzim. 
Penurunan volume enzim selulase akibat proses pemurnian tentu akan mengurangi 
efisiensi di dunia industri, sehingga perlu dilakukan optimasi medium pertumbuhan 
bakteri Leclercia adecarboxylata C12 dengan penambahan bahan organik yang 
mendukung pertumbuhan bakteri tersebut. Pemilihan senyawa yang dapat 
meningkatkan produktivitas isolat dan aktivitas enzim dapat dilakukan berdasarkan 
hasil karakterisasi enzim maupun isolat yang digunakan. Selain itu pula, perlu 
dilakukan optimasi pada upaya pemurnian enzim selulase, sehingga diperoleh 
enzim murni dengan aktivitas spesifik yang tinggi dengan volume yang besar.   
5.8. Karakterisasi Enzim Selulase dari Isolat Terbaik 
5.8.1.  Penentuan Masa Molekul Protein Enzim Selulase 
Penentuan masa molekul enzim dilakukan dengan metode elektroforesis 
SDS PAGE dan zimografi. Elektroforesis merupakan metode pemisahan komponen 
berdasarkan pergerakan partikel pada medan listrik. Enzim selulase dianalisa berat 
molekulnya menggunakan native gel SDS PAGE dan aktivitas selulasenya pada gel 
poliakrilamid ditambah substrat CMC 0,1% dengan metode zimografi denaturan. 
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Penanda pita protein Prestain Protein Ladder Wide Range (Abbexa) yang terdiri dari 
beberapa pita protein seperti nampak pada Gambar 5.8.1. 
                
Gambar 5.8.1. Pita protein (a) Marker protein, (b) SDS PAGE dan (c) Zimogram 
Pewarnaan gel SDS PAGE dilakukan dengan larutan commasie brilliant blue 
(CBB). CBB memiliki batas deteksi protein dari 100 ng hingga 1 mikogram (Rohma, 
2015). Sedangkan pada gel zimogram tidak dilakukan pewarnaan dengan CBB dan 
hanya Kongo Merah 1% (b/v). Pita-pita protein pada marker merupakan pita protein 
yang telah diketahui berat molekulnya sehingga dijadikan standar untuk menentukan 
masa molekul relatif protein dari enzim selulase C12. Nilai Rf (Retention factor) yang 
diperoleh dari pembagian jarak pita dengan panjang gel digunakan sebagai sumbu 
x, sedangkan Log Berat Molekul (BM) digunakan sebagai sumbu y. Sehingga 
diperoleh persamaan y = -1.8569x + 2.2285. Berat molekul enzim selulase C12 
kemudian diketahui adalah 95,49 kDa dan 81,28 kDa, seperti nampak pada Gambar 
5.8.1.(b).  
Pita protein enzim diketahui aktivitas selulolitiknya dengan teknik analisa 
zimografi. Zimogram dijalankan sesuai prosedur SDS PAGE tanpa pewarnaan CBB 
dan ditambah perendaman pada buffer renaturan untuk mengatifkan kembali enzim 
selulase. Aktivitas enzim diamati dengan pewarnaan Kongo Merah untuk 
memperoleh zona bening pada pita protein. Adapun hasil pengamatan nampak 
pada Gambar 5.8.1.(c), dimana terdapat zona bening pada posisi pita protein 95.49 
kDa dan 81.28 kDa. Oleh sebab itu, dapat dikatakan bahwa kedua pita protein dari 
enzim C12 memiliki aktivitas selulolitik.  
95.49 kDa 
81.28 kDa 













Hasil penelitian da Silva et al. (2015) menyebutkan bahwa Trichoderma 
reesei dapat menghasilkan dua komplek enzim selulase dengan rentang berat 
molekul yang berbeda dari 20 hingga 82 kDa. Tsuji et al. (2013) juga memperoleh 
enzim selulase dengan berat molekul 21 hingga 95 kDa dari sampel alga hijau. 
Yasmin et al. (2013) memperoleh pita protein berukuran 87 kDa dari enzim selulase 
Tricoderma viridae, sedangkan Huang & Monk, (2004) memperoleh berat molekul 
85.1 kDa untuk enzim selulase dari Caldibacillus cellulovorans. Perbedaan berat 
molekul enzim selulase yang diperoleh dapat disebabkan oleh perbedaan jenis 
enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Sharma et al. (2016) menyebutkan 
bahwa enzim selulase dibedakan menjadi endoglukanase atau glukonohidrolase 
(EC 3.2.1.4), eksoglukanase atau selobiohidrolase (EC 3.2.1.91), eksoglukanase 
atau selodekstrinase (EC 3.2.1.74), β-glukosidase (EC 3.2.1.21), selobios fosforilase 
atau selobiase (EC 2.4.1.20), Selodekstrin fosforilase (EC 2.4.1.49), selobiosa 
epimerase (EC 5.1.3.11). Masing-masing memiliki struktur dan konformasi enzim 
yang spesifik sehingga akan mempengaruhi berat molekul dari enzim tersebut. 
Perbedaan berat molekul enzim selulase yang diperoleh dapat pula 
disebabkan oleh perbedaan metode ekstraksi dan purifikasi enzimnya. Menurut 
Yasmin et al. (2013) proses purifikasi dengan kromatografi penukar ion 
menghasilkan pita protein tunggal sedangkan ekstrak kasar menunjukkan beberapa 
pita smear yang merupakan protein pengotor non enzim. Demikian pula dengan 
Nema et al. (2016) yang memperoleh pita protein dengan rentang yang luas mulai 
dari 12,9 kDa; 27,5 kDa; 49,8 kDa hingga 106,2 kDa setelah proses pemurnian 
enzim selulase Bacillus cereus dengan aseton. Kemudian ia memperoleh pita 
tunggal 16.9 kDa setelah pemurnian dengan gel phenyl-sepharose. Di samping itu 
pula, metode analisa dan persiapan sampel juga dapat mempengaruhi pita protein 
yang dihasilkan pada proses SDS PAGE dan Zimografi. Cano-Ramírez et al. (2017) 
menunjukkan bahwa pemanasan sampel memberikan efek yang signifikan terhadap 
pita protein enzim yang dihasilkan pada saat SDS PAGE dan Zimografi. Semakin 
tinggi suhu pemanasan semakin sedikit pula pita protein yang terlihat pada gel. Hal 
ini disebabkan suhu tinggi dapat mengurai struktur tersier enzim menjadi struktur 
primernya bahkan mendenaturasi enzim tersebut hingga terbentuk struktur baru 
dengan berat molekul yang berbeda. 
85 
 
5.8.2.  Penentuan Suhu Optimum dan Stabilitas Suhu 
Suhu inkubasi dapat mempengaruhi aktivitas enzim selulase (Alam et al., 
2013). Pada suhu rendah, di bawah suhu optimum aktivitas enzim, reaksi enzimatis 
akan berlangsung lambat karena kurangnya energi kinetik yang dapat menyebabkan 
pembentukan kompleks enzim dengan substrat. Sedangkan kenaikan suhu akan 
mempercepat reaksi hingga suhu optimum tercapai dan reaksi enzimatis antara 
substrat dan enzim dapat terjadi secara maksimum. Proses penentuan suhu 
optimum pada enzim selulase C12 dilakukan dengan pengujian aktivitas enzim pada 
rentang suhu inkubasi 30-80°C dengan interval 10°C. Adapun hasil pengujian 
nampak pada Grafik 5.8.2.1. 
 
Grafik 5.8.2.1. Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim selulase Leclercia adecarboxylata 
C12 
Suhu optimum enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 adalah 50°C 
dengan aktivitas mencapai 0,621 ± 0,034 U/ml. Hal ini secara umum sesuai dengan 
penelitian Nataraja et al. (2010) yang melaporkan bahwa suhu optimum untuk 
aktivitas enzim selulase dari isolat asal limbah padat organik adalah 50°C. Hasil 
serupa juga dilaporkan oleh Jang & Chen (2003) bahwa enzim selulase 
aktinomisetes asal limbah organik di Taiwan memiliki suhu optimum 50°C. Demikian 
pula dengan hasil penelitian Amouri & Gargouri (2006) yang mengarakterisasi enzim 
β-glukosidase dari kapang Stachybotrys sp. Touijer et al. (2019) mengungkapkan 
hal serupa mengenai enzim selulase dari khamir Trichosporon sp. Pada suhu 
optimum, reaksi enzimatis berlangsung paling cepat karena aktivitas enzim 
maksimum, tumbukan antara enzim dan substrat sangat efektif, sehingga 
pembentukan kompleks enzim-substrat makin mudah dan produk yang terbentuk 
meningkat (Baharuddin et al., 2014). Selain itu, semakin tinggi suhu inkubasi maka 
tingkat viskositas dari CMC akan semakin menurun, hal ini dapat meningkatkan 
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mobilitas molekul CMC yang dapat membantu akses substrat terhadap enzim 
selulase (Yusak, 2004).  
Pada suhu diatas 50°C, nampak aktivitas enzim selulase terus menurun 
seiring dengan kenaikan suhu. Secara umum, enzim yang dihasilkan oleh isolat 
bakteri mesofilik tidak stabil terhadap suhu tinggi melebihi suhu pertumbuhannya. 
Kenaikan suhu yang melewati suhu optimum dari aktivitas enzim akan 
menyebabkan terjadinya perubahan konformasi protein enzim sehingga gugus 
reaktif terhambat bahkan mengalami denaturasi dan kehilangan aktivitas katalitiknya 
(inaktivasi). Suhu di atas 50°C cenderung merusak struktur tersier dan 
menyebabkan denaturasi serta penurunan yang tajam terhadap kelarutan protein 
(Van den Burg, 2003). Denaturasi yang terjadi pada enzim akan menyebabkan 
perubahan sisi aktif enzim sehingga enzim tidak mampu berikatan secara spesifik 
dengan substrat.  
Stabilitas enzim terhadap suhu dilakukan dengan menguji enzim selulase 
hasil dialisis diinkubasi selama 3 jam pada suhu 50°C. Data aktivitas enzim  
diplotkan dalam grafik dengan suhu sebagai absis dan aktivitas relatif sebagai 
sumbu ordinat. Stabilitas enzim terhadap pH dilihat dari aktivitas relatifnya lebih dari 
50%. Kurva stabilitas suhu enzim selulase dapat dilihat pada Grafik 5.8.2.2. 
 
Grafik 5.8.2.2. Stabilitas enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 pada suhu 50°C 
selama 3 jam 
 Berdasarkan kurva pada Grafik 5.8.2.2. diketahui stabilitas suhu enzim 
selulase Leclercia adecarboxylata C12 mulai menurun pada menit ke 90 waktu 
inkubasi, dengan aktivitas relatif hanya 47%. Termostabilitas enzim terus menurun 
seiring dengan peningkatan waktu inkubasi, hal ini dapat disebabkan oleh lepasnya 
ligan atau protein yang dapat memberi perlindungan terhadap sisi aktif enzim 
(Ladeira et al., 2015). Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Amouri & Gargouri 
(2005) mengenai enzim selulase dari Stachybotrys sp., yang optimum pada suhu 
50°C, menurun aktivitas relatifnya setelah 60 menit inkubasi dan semakin menurun 
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seiring dengan peningkatan suhu. Sedangkan Zhang & Zhang (2013) melaporkan 
bahwa enzim endoglukanase dari Bursaphelenchus xylophilus yang optimum pada 
suhu 50°C aktivitas relatifnya mulai menurun setelah 4 jam inkubasi, dan penurunan 
semakin drastis seiring dengan peningkatan suhu. Kemampuan enzim selulase dari 
bakteri Leclercia adecarboxylata C12 untuk mempertahankan aktivitasnya pada 
suhu 50°C selama 60 menit menunjukkan potensinya untuk digunakan pada industri 
tekstil, kertas, deterjen, dan sebagainya.   
5.8.3. Pengaruh pH  
Aktivitas enzim selulase akan dipengaruhi oleh nilai pH. Perubahan pH 
media dapat mempengaruhi ionisasi dari gugus samping pada asam amino. Hal ini 
juga dapat mempengaruhi ikatan hidrogen antar gugus fungsi sehingga dapat 
mempengaruhi konformasi enzim dan substrat dalam mempertahankan struktur 
tersier dan kuartener enzim aktif (Oyeleke et al., 2012). Pada kondisi pH optimum, 
enzim selulase akan menunjukkan aktivitas tertinggi dalam memecah substrat. 
Penentuan pH optimum dilakukan dengan menguji aktivitas enzim selulase dari 
bakteri Leclercia adecarboxylata C12 setengah murni pada rentang pH 3-10 dengan 
interval 1 unit. pH optimum ditentukan berdasarkan pH dengan nilai aktivitas enzim 
selulase tertinggi.  
Pada Grafik 5.8.3.1. diketahui bahwa pH 9 merupakan pH optimum dari 
enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12, dengan aktivitas mencapai 0,602 ± 
0,062 U/ml. Hal ini sesuai dengan penelitian Nogales et al. (2012) yang memperoleh 
isolat Leclercia adecarboxylata pada sampel limbah rumput laut. Disebutkan juga 
bahwa pada pH 8.6-9.5 bakteri Leclercia adecarboxylata mampu mendegradasi 
komponen terlarut dan tidak terlarut dalam sampel dengan kondisi aerobik, karena 
memiliki enzim hidrolitik termasuk selulase (Horn et al., 2012). Selain itu, diketahui 
pula beberapa enzim selulase dengan pH optimum 9 seperti Bacillus sp. WBS3 
(Acharya & Chaudhary, 2012), Bacillus subtilis AS3 (Deka et al., 2011) dan Bacillus 
sp. KSM-S237 (Hakamada et al., 1997). Tingginya aktivitas enzim berkaitan dengan 
gugus aktif yang berikatan dengan substrat. Perubahan pH media dapat 
mempengaruhi ionisasi dari gugus samping pada asam amino. Hal ini juga dapat 
mempengaruhi ikatan hidrogen antar gugus fungsi sehingga dapat mempengaruhi 
konformasi enzim dan substrat dalam mempertahankan struktur tersier dan 




Grafik 5.8.3.1. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 
Setelah mengetahui nilai pH optimum dari enzim selulase C12, dilakukan 
pengujian kestabilan enzim tersebut pada rentang tertentu. Stabilitas enzim 
terhadap pH dilakukan dengan menguji enzim selulase hasil dialisis diinkubasi 
selama 24 jam pada rentang pH 3-10 dengan interval 1 pada suhu 4°C tanpa 
substrat, kemudian dilakukan pengujian aktivitas pada kondisi optimum enzim. 
Stabilitas enzim terhadap pH dilihat dari aktivitas relatif yang tetap stabil dalam 
berbagai pH. Kurva stabilitas pH enzim selulase dapat dilihat pada Grafik 5.8.3.2. 
 
Grafik 5.8.3.2. Aktivitas relatif enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 pada 
rentang pH tertentu 
Hasil uji stabilitas enzim selulase terhadap pH menunjukkan bahwa aktivitas 
enzim selulase yang dihasilkan oleh isolat bakteri Leclercia adecarboxylata C12 
meningkat pada rentang pH 5-9 dan stabil pada pH 7 hingga 9, dengan aktivitas 
relatif diatas 90%. Hal ini disebabkan pada rentang pH tersebut, ion-ion hidrogen 
tidak banyak mempengaruhi gugus fungsional enzim sehingga konformasi enzim 
tetap terjaga. Namun padah pH di bawah 5, maupun diatas 9, terjadi kelebihan ion 
hidrogen yang kemudian berikatan dengan rantai samping, mempengaruhi ikatan 
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ionik dan merubah struktur tiga dimensi enzim (Rohma, 2015). Hasil pengujian ini 
sesuai dengan Hakamada et al. (1997) bahwa aktivitas relatif enzim selulase 
Bacillus sp. KSM-S237 stabil diatas 80% pada pH 5-10 maupun Jang & Chen (2003) 
yang menyebutkan aktivitas relatif enzim selulase Streptomyces diatas 60% pada 
pH 5-9.  
Stabilitas enzim pada rentang pH yang luas menjadikan enzim selulase dari 
bakteri Leclercia adecarboxylata C12 dapat digunakan pada berbagai proses 
pengolahan di industri. Aktivitas enzim yang meningkat pada pH 5-7 dapat 
disesuaikan dengan kondisi pengolahan di industri jus buah dan sayur. Aktivitas 
enzim pada rentang pH 8-10 dapat diaplikasikan pada industri tekstil, deterjen, 
maupun pengolahan limbah industri dan lingkungan. Dengan demikian, enzim 
selulase bakteri Leclercia adecarboxylata C12 memiliki potensi untuk dikembangkan 
dan digunakan pada berbagai aspek kehidupan manusia. 
 
5.8.4. Pengaruh Ion Logam dan Bahan Kimia terhadap Enzim Selulase 
Penambahan ion logam dan bahan lain dilakukan untuk mengetahui 
pengaruh beberapa ion terhadap aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh isolat 
bakteri C12. Ion-ion logam yang digunakan berasal larutan garam klor seperti KCl, 
CaCl2, MgCl2, dan FeCl3 dengan konsentrasi 10 mM. Sedangkan bahan tambahan 
lainnya meliputi EDTA sebagai zat penghelat dan SDS sebagai surfaktan ionik, 
dengan konsentrasi 10 mM. Pengujian dilakukan dengan mencampurkan ion pada 
substrat yang terlarut dalam buffer optimum. Kemudian data aktivitas enzim 
diplotkan dalam grafik dengan ion sebagai absis dan aktivitas residual sebagai 
sumbu ordinat. Kurva pengaruh penambahan ion terhadap aktivitas enzim selulase 
dapat dilihat pada Grafik 5.8.4. 
 
Grafik 5.8.4. Pengaruh penambahan ion logam dan bahan tambahan lain terhadap 
aktivitas enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 
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Berdasar grafik diatas diketahui aktivitas enzim meningkat setelah 
penambahan dengan ion K+, Ca2+, Mg2+ dan Fe3+ dengan aktivitas tertinggi setelah 
penambahan ion Fe3+ yaitu 146.38 ± 0,174% aktivitas residual. Peningkatan aktivitas 
residual enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 setelah penambahan ion 
trivalent dapat disebabkan oleh kemampuan muatan ion untuk berikatan dengan 
protein serta perannya sebagai pemberi maupun penerima elektron pada hukum 
asam –basa Lewis‟s sehingga dapat mempengaruhi struktur enzim selulase dan 
meningkatkan interaksinya dengan substrat. Namun demikian, hal ini bertolak 
belakang dengan hasil penelitian Zhang et al. (2013) bahwa aktivitas endoglukanase 
Bursaphelenchus xylophilus menurun hingga aktivitas residual hanya 19.7 ± 2.2 
pada penambahan ion Fe3+, karena ion tersebut akan berikatan dengan D/L lisin dan 
L-metionin sehingga menghambat pembentukan ikatan hidrogen antara enzim 
dengan substrat. Tejirian & Xu (2010) melaporkan bahwa pada konsentrasi 10mM, 
ion FeCl3 menurunkan aktivitas enzim selulase campuran dari Novozyme hingga 
70% aktivitas awalnya. Ia juga menambahkan bahwa ion FeCl3 sangat mudah 
teroksidasi dan mempengaruhi daya hambatnya terhadap aktivitas enzim selulase.  
Adapun peningkatan aktivitas residual enzim selulase Leclercia 
adecarboxylata C12 pada penambahan ion K+, Ca2+, Mg2+,  telah sesuai dengan 
penelitian Gaur & Tiwari (2015) pada enzim selulase yang dihasilkan oleh Bacillus 
vallismortis RG-07. Hal ini disebabkan ion-ion tersebut merupakan modelator positif 
yang akan menyebabkan perubahan konformasi sisi katalitik enzim sehingga akan 
mempermudah interaksi antara enzim dengan susbtrat sehingga meningkatkan 
aktivitas katalitik enzim. Secara umum, aktivitas enzim selulase distimulasi oleh ion 
divalen seperti Ca2+ dan Mg2+ (Horn et al., 2012).  
Berdasarkan Grafik 5.8.4. penambahan ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) menyebabkan penurunan aktivitas enzim selulase hingga aktivitas residual 
mencapai 44.06 ± 0,010%. Hal ini  membuktikan ketergantungan enzim selulase 
Leclercia adecarboxylata C12 terhadap ion-ion logam sebagai aktivator. Karena, 
EDTA merupakan senyawa pengkhelat yang dapat berikatan dengan ion logam 
pada sisi aktif enzim, maupun ion logam yang tersedia dari media dan lingkungan 
sekitar enzim selulase. Pengikatan ion logam oleh EDTA akan mengganggu kinerja 
enzim terhadap substrat, sehingga menurunkan aktivitasnya. Hal ini sesuai dengan 
penelitian Asha et al. (2012) bahwa EDTA 10 mM mampu menurunkan aktivitas 
enzim selulase dari Paenibacillus barcinonensis hingga aktivitas residual 10,75 ± 
0,34%. Kemampuan enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 untuk 
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mempertahankan aktivitasnya pada konsentrasi EDTA 10mM meningkatkan 
peluangnya untuk digunakan pada industri tekstil, kertas, deterjen dan pertanian. 
Penurunan aktivitas enzim akibat sodium dodecyl sulfate (SDS) hingga 
aktivitas residual mencapai 65.74 ± 0,49% disebabkan oleh kemampuan SDS 
sebagai deterjen ionik untuk mempengaruhi tegangan permukaan rantai protein dari 
enzim selulase. Seperti halnya dilaporkan oleh Zhang et al. (2013) pada enzim 
endoglukanase Bursaphelenchus xylophilus yang menurun hingga 10,9 ± 1.8 % 
akibat penambahan 1% (b/v) SDS. Hal ini dapat disebabkan oleh konsentrasi SDS 
yang ditambahkan melebihi konsentrasi kritis micellar larutan enzim, sehingga 
mempengaruhi struktur tersier protein enzim, memicu agregasi atau menyebabkan 
denaturasi sehingga menurunkan aktivitas enzim selulase (Gaur & Tiwari, 2015). 
Ketahanan enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 terhadap SDS konsentrasi 
10mM akan bermanfaat ketika diaplikasikan pada industri deterjen bahkan pada 









Isolasi dan identifikasi mikroorganisme mesofilik dari limbah kulit kopi 
menghasilkan 54 isolat selulolitik baik berupa bakteri, kapang maupun khamir. Hasil 
pengujian kuantitatif pada enzim yang dihasilkan oleh 22 isolat terpilih (18 bakteri, 2 
khamir dan 2 kapang), menunjukkan isolat C12 memiliki aktivitas spesifik tertinggi 
hingga 0,406 ± 0,010 U/mg pada kondisi pengujian suhu 50°C dan pH 9. Hasil 
identifikasi konvensilan dan molekuler dengan teknik 16S-rRNA menunjukkan isolat 
C12 merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang yakni Leclercia 
adecarboxylata. 
Enzim selulase hasil purifikasi parsial dari Leclercia adecarboxylata C12 
memiliki aktivitas spesifik 0,153 U/mg dengan yield sebesar 7.361% dan tingkat 
kemurnian 1,397 kali lipat. Adapun karakteristik enzim adalah memiliki berat molekul 
95,49 kDa dan 81,28 kDa, aktivitas maksimum pada suhu 50°C dan pH 9, dengan 
aktivitas residual mencapai 47% dari aktivitas awal pada menit ke-90 waktu inkubasi 
di suhu 50°C dan minimal 77% pada inkubasi di pH 5-10. Aktivitas enzim diketahui 
meningkat pada penambahan ion K+, Ca2+, Mg2+ dan Fe3+, namun terhambat oleh 
SDS dan EDTA. Karakterisitk tersebut menunjukkan kesesuaian enzim untuk 
digunakan pada berbagai proses bioteknologi di industri 
 
6.2. Saran 
Beberapa hal yang menjadi saran perbaikan dari penelitian ini antara lain, 
1) Perlu dilakukan pengujian aktivitas enzim selulase dengan metode dan substrat 
lain seperti FPA (Filter Paper Assay), avicel dan pNPG (p-nitrophenyl-β-d-
glucoside) sehingga dapat diketahui secara spesifik jenis selulase yang 
dihasilkan oleh isolat  
2) Perlu dilakukan optimasi pada proses produksi enzim selulase, misalnya dengan 
penambahan bahan organik pada media 
3) Perlu dilakukan proses pemurnian yang lebih lanjut seperti kromatografi kolom 
atau penukar ion untuk memperoleh enzim dengan tingkat kemurnian yang lebih 
tinggi 
4) Pengaplikasian enzim selulase Leclercia adecarboxylata C12 pada berbagai 
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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian 











B. Pengayaan Mikroorganisme pada Sampel  
  
500 gr limbah kopi 
diambil dari tiga titik yang berbeda 
dimasukkan dalam plastik bersih  
 dipindahkan ke laboratorium 
Sampel 
label  
10 gr kulit kopi 
diinkubasi pada shaker waterbath suhu 
37°C, 100 rpm, selama 24 jam 
Sampel 
90 ml Media CMC cair 
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C. Isolasi Mikroorganisme Penghasil Enzim Selulase dari Kulit kopi  
  
45 ml larutan pepton steril 
dihomogenisasi 
dilakukan pengenceran hingga 10-8 
diambil 0,1 ml  
di spread pada media di dalam cawan 
petri steril 
Koloni mikroorganisme  
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-72 jam 
diambil 1 ose dan digoreskan pada dua 
cawan petri steril  
diinkubasi pada suhu 37° selama 48 jam  
Koloni mikroorganisme  
5 ml sampel hasil pengayaan 
15 ml Media PCA, NA, PDA, 
APDA steril 
15 ml Media CMC Agar 
Larutan Kongo Merah 1% (b/v) 
Mikroorganisme selulolitik  
Larutan NaCl 1M 
Zona bening di sekitar koloni mikroorganisme  
Analisa : 
 Indeks hidrolisis 




























E. Uji Kuantitatif Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS  
  
10 ml media CMC cair 
dihomogenisasi 
diinkubasi pada suhu 37°C, 24 jam 
 
10 ml kultur stater cair 
1 ose isolat  mikroba selulolitik 
diinkubasi pada shaker waterbath suhu 37°C, 
100 rpm, selama 24 jam 
disentrifugasi 8000 rpm selama 10 menit 




 Aktivitas enzim kasar 
 Kadar protein 
 pH optimum 
 Suhu optimum 
 Pengaruh ion mono, diva,dan 
trivalent 
 Pengaruh deterjen dan 
pengkhelat 
2 ml ekstrak kasar enzim selulase 
1 ml CMC 1% (b/v) dalam akuades / bufer  
dihomogenasi  
dididihkan suhu 100°C selama 10 menit 
diukur absorbansi pada panjang gelombang 520 nm 
 
kadar gula reduksi sampel 
diinkubasi pada shaker waterbath suhu 50°C, 100 rpm 60 menit 
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F. Uji Kuantitatif Aktivitas Enzim Selulase dengan Menggunakan Kit Megazyme 




































0,1 mL CellG5 
 
0,1 mL ekstrak kasar enzim selulase 
„ 
diinkubasi pada suhu 40°C, 3 menit 
dihomogenisasi 
diinkubasi pada suhu 40°C, 10 menit 
diukur absorbansi pada panjang 
gelombang 400 nm 
3 ml stopping reagent 
Hasil 
0,5 ml enzim selulase 
dihomogenisasi  
diinkubasi pada suhu ruang dan kondisi gelap  
diukur absorbansi pada panjang gelombang 595 nm 
Hasil 
4 ml pereaksi Bradford 0,5 ml  akuades 
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ZymocleanTM Gel DNA Recovery 
Kit 
diisolasi DNA kromosomnya 
Mikroorganisme selulolitik 
diukur kemurnian DNA hasil isolasi dengan nanodrop 
diamplifikasi gen 16S-rRNA dengan teknik PCR 
MyTaq HS Red Mix 
Kit Quick-DNATM Fungal/Bacteria Miniprep Kit 
sequencing produk hasil PCR 
elektroforesis gel agarosa 
Desain pohon filogenetik  
disentrifugasi 8000 rpm, 10 menit, 4°C  
90 ml media CMC cair 
diinkubasi pada shaker waterbath suhu 37°C, 100 rpm, 
selama 3 hari 
diambil 10 ml tiap hari untuk dianalisa 
10 ml kultur stater cair 
supernatan 
Waktu optimum produksi enzim  


































- kadar protein 
- aktivitas enzim 
diaduk dengan magnetic stirrer pada suhu 4°C  
bufer optimum 
Ekstrak kasar enzim selulase 
dihomogenisasi pada suhu 4°C, selama 30 menit 
didiamkan semalam pada suhu 4°C 
disentrifugasi 8000 rpm, 15 menit  
pellet  
dimasukkan dalam kantung selofan (10-100µm)  
direndam dalam bufer optimum dengan 
konsentrasi lebih rendah  




3 tetes BaCl2 0,01 M 
Enzim Selulase  
3 tetes HCl 0,01 M 
diambil 2 ml  
Analisa : 
 Aktivitas enzim 
 Kadar Protein 
 Karakteristik pH, 
suhu, ion & zat aditif 
dialisis dihentikan jika tidak ada endapan putih  
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diinkubasi pada shaker waterbath 20 rpm, 30 menit  
15 µl Sampel dalam bufer 
diinkubasi pada shaker waterbath 20 rpm, 30 menit  
Larutan gel pemisah 12.5% 
dituang ke dalam plate dan dibiarkan mengeras 
dituang ke dalam plate dan diberi sisir 
sisir dilepas saat gel telah terbentuk   
sumuran gel  
plate yang berisi gel ditempatkan pada perangkat 
elektroforesis 
Elektroforesis dijalankan pada mode daya 80 V   
1 ml larutan gel penahan 5% 
running buffer 
Hasil 
Elektroforesis dihentikan, gel dilepaskan 
larutan pewarna CBB 
larutan penghilang 
warna 
Warna biru telah mencapai 80% gel pemisah   
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larutan CMC 0,1% dalam bufer optimum 
Gel direndam pada larutan Triton X-100 2.5% (b/v) 
selama 60 menit  
Gel direndam pada bufer optimum selama 2 jam  
15 µl Sampel dalam bufer 
diinkubasi pada shaker waterbath 20 rpm, 30 menit  
Larutan gel pemisah 10 % 
dituang ke dalam plate dan dibiarkan mengeras 
dituang ke dalam plate dan diberi sisir 
sisir dilepas saat gel telah terbentuk   
sumuran gel  
plate yang berisi gel ditempatkan pada perangkat 
elektroforesis 
Elektroforesis dijalankan pada mode daya 80 V   
1 ml larutan gel penahan 5% 
running buffer 
Zona bening  
Elektroforesis dihentikan, gel dilepaskan 
larutan Kongo Merah 0,1 (b/v) 
diinkubasi pada shaker waterbath 20 rpm, 15 menit  
larutan NaCl 1M 
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Lampiran 2. Prosedur Analisa 
A. Penyimpanan Isolat Mikroba 
 Sebanyak 0,5 ml kultur stater cair isolat mikroorganisme selulolitik 
dimasukkan ke dalam mikrotube steril 
 DItambahkan 0,5 ml larutan gliserol 87% (v/v)  
 Divortex hingga homogeny 
 Disimpan dalam deep freezer suhu -10°C 
 
B. Peremajaan Isolat Mikroba 
 Sebanyak 1 ose isolat mikroorganisme selulolitik yang disimpan diambil 
secara aseptis 
 Digoreskan secara kuadran pada media CMC agar dalam cawan petri  
 Diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam 
 Diambil 1 ose koloni tunggal dari kuadran 3 atau 4 
 Digoreskan pada media agar miring CMC  
 Disimpan pada lemari es suhu 4°C 
 
C. Pengamatan Morfologi Koloni Mikroba 
 Sebanyak 1 ose isolat mikroorganisme selulolitik diambil dari agar miring 
secara aseptis 
 DIgoreskan pada media agar CMC dalam cawam petri 
 Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C selama 48 jam 
 Diamati penampakan koloni yang tumbuh, meliputi bentuk, warna, 
permukaan, tepian koloni 
 
D. Pewarnaan Gram 
 Disiapkan gelas obyek dan penutup yang sudah dibersihkan dengan alcohol 
70% dan dilewatkan pada api bunsen hingga kering 
 Gelas obyek ditetesi akuades 
 Dibuat apusan bakteri dengan mengambil satu ose isolat mikroorganisme 
selulolitik kemudian difiksasi diatas api bunsen 
 Ditetesi larutan Kristal Violet, kemudian ditunggu selama 1 menit 
 Dibilas dengan akuades dan dikeringanginkan 
 Ditetesi larutan Iodin, kemudian ditunggu selama 1 menit 
 Dibilas dengan akuades dan dikeringanginkan 
 Ditetesi larutan Etanol Aseton, kemudian ditunggu selama 1 menit 
 Dibilas dengan akuades dan dikeringanginkan 
 Ditetesi larutan Safranin, kemudian ditunggu selama 1 menit 
 Dibilas dengan akuades dan dikeringanginkan 
 Diamati menggunakan mikroskop perbesaran 400 dan 1000 
 Dicatat bentuk, ukuran dan warna sel 
 
E. Penentuan Waktu Optimum Produksi Enzim 
 Sebanyak 90 ml media CMC cair dimasukkan Erlenmeyer 250 ml dan 
disterilisasi 
 Ditambahkan 10 ml kultur stater cair mikroorganisme selulolitik secara 
aseptis 
 Diinkubasi pada shaker waterbath suhu 50°C, 100 rpm selama 3 hari 
 Diambil 10 ml setiap hari dan disentrifugasi 8000 rpm selama 10 menit 
 Sebanyak 2 ml supernatant dimasukkan tabung reaksi 
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 Ditambahkan 1 ml larutan CMC 1% (b/v) dalam akuades 
 Diinkubasi pada shaker waterbath suhu 50°C, 100 rpm selama 60 menit 
 Ditambahkan 2 ml pereaksi DNS 
 Divortex hingga homogen 
 Dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit 
 Didinginkan pada suhu ruang  
 Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520nm 
 
F. Penentuan Aktivitas Enzim pada pH Optimum 
 Sebanyak 2 ml ekstrak kasar / setengah murni enzim selulase diambil dan 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
 DItambahkan 1 ml substrat CMC 1% dalam 0,05M bufer sitrat pH 3-6, 0,05 M 
bufer fosfat pH 7-8 dan 0,05M bufer Tris HCl pH 9-10 
 Divortex hingga homogen 
 Diinkubasi pada shaker waterbath suhu 50°C, 100 rpm selama 60 menit 
 Ditambahkan 2 ml pereaksi DNS 
 Divortex hingga homogen 
 Dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit 
 Didinginkan pada suhu ruang  
 Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520nm 
 
G. Penentuan Aktivitas Enzim pada Suhu Optimum 
 Sebanyak 2 ml ekstrak kasar / setengah murni enzim selulase diambil dan 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
 Ditambahkan 1 ml substrat CMC 1% (b/v) pada bufer optimum 
 Divortex hingga homogen 
 Diinkubasipada shaker waterbath suhu 30-80°C,100 rpm selama 30 menit 
 Ditambahkan 2 ml pereaksi DNS 
 Divortex hingga homogen 
 Dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit 
 Didinginkan pada suhu ruang  
 Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520nm 
 
H. Penentuan Kestabilan Enzim pada pH Optimum 
 Sebanyak 2 ml enzim selulase setengah murni diambil dan dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi 
 Ditambahkan larutan 0,05M bufer sitrat pH 3-6, 0,05 M bufer fosfat pH 7-8 
dan 0,05M bufer Tris HCl pH 9-10 
 Ditambahkan 1 ml substrat CMC 1% dalam buffer optimum enzim 
 Divortex hingga homogen 
 Diinkubasi pada shaker waterbath suhu 50°C, 100 rpm selama 60 menit 
 Ditambahkan 2 ml pereaksi DNS 
 Divortex hingga homogen 
 Dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit 
 Didinginkan pada suhu ruang  
 Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520nm 
 
I. Penentuan Kestabilan Enzim pada Suhu Optimum 
 Sebanyak 2 ml enzim selulase hasil dialisis diambil dan dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi 
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 DItambahkan 1 ml substrat CMC 1%(b/v) pada bufer optimum 
 Divortex hingga homogen 
 Diinkubasi pada shaker waterbath suhu 30,40,50,60,70,80°C, 100 rpm 
selama 60 menit 
 Ditambahkan 2 ml pereaksi DNS 
 Divortex hingga homogen 
 Dipanaskan pada suhu 100°C selama 10 menit 
 Didinginkan pada suhu ruang  
 Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 520nm 
 
Lampiran 3. Komposisi Larutan Buffer 
a Pembuatan Larutan Buffer Sitrat 0,05 M pH 5 (Gomori, 2004) 
Larutan A: 0,1 M larutan asam sitrat (19,21 gram dalam 1 liter) 
Larutan B: 0,2 M larutan Na2HPO4.7H2O (53,65 gram dalam 1 liter) 
- Larutan buffer sitrat fosfat pH 5: campurkan 24,3 ml larutan A dan 
25,7 larutan B kemudian dilarutkan hingga 100 ml.  
 
b Pembuatan Larutan Buffer Fosfat 0,05 M pH 7 (Gomori, 2004) 
Larutan A: 0,2 M larutan NaH2PO4 (27,8 gram dalam 1 liter) 
Larutan B: 0,2 M larutan Na2HPO4.7H2O (53,65 gram dalam 1 liter) 
- Larutan buffer fosfat pH 7 :campurkan 39 ml larutan A dan 61 ml 
larutan B kemudian dilarutkan hingga 100 ml.  
 
c Pembuatan Larutan Buffer Tris-HCl 0,05 M pH 9 (Gomori, 2004) 
Larutan A: 0,2 M Tris (2,103 gram Tris dalam 100 mL akuades) 
Larutan B: 0,1M HCl (10 mL HCl 1 M dalam 100 mL akuades) 
- Larutan buffer Tris-HCl pH 9: campurkan 50 ml larutan A dan 10,6 
larutan B kemudian dilarutkan hingga 200 ml. 
 
Lampiran 4. Komposisi Media 
Nama Bahan  Komposisi (g/L) 
PCA Plate Count Agar (Merck)  22.5 
PDA Potato Dextrose Agar (Merck)  39 
APDA 
Potato Dextrose Agar (Merck) 




NA Nutrient Agar (Merck)   
CMC agar 
CMC  8 
KCl  1 
Yeast Extract  1 
Glukosa  1 
MgSO4. 7H2O  0,5 
NH4H2PO4  1 





Lampiran 5. Komposisi Larutan Pereaksi (Reagent) 













Comassie Brilliant Blue 
(CBB) dalam etanol 95% 
 
0,001 gram 
Asam fosfor 0,1 ml 
 
Lampiran 6. Komposisi Zat Pewarna 
Nama Bahan Komposisi (100 ml) 
Kongo Merah 0,1% Congo Red 0,1 gram 





















Staining Comassie Brilliant Blue R250 0,1% 
Metanol p.a 





hingga tanda batas 
Destaining Metanol p.a 







Lampiran 7. Komposisi Bahan Elektroforesis 
Nama Bahan Komposisi (dalam 1 L) 


















Renature buffer Triton X-100 2.5% 25 gram 
10% APS Ammonium Persulphate  10 gram 
10% SDS Sodium Dedoxyl Sulphate 10 gram 





1.5M Tris-HCl pH 8.8 Tris aminomethane 
HCl p.a 
182 gram 
ditetesi hingga pH 8,8 
0,5M Tris-HCl pH 6.8 Tris aminomethane 
HCl p.a 
58,5 gram 




Lampiran 8. Komposisi Gel Elektroforesis dan Zymogram  
Komposisi 
5% Gel Penaham 
(µl) 




ddH2O 2088 2000 1500 
0,5M Tris pH 6.8 375 - - 
1.5M Tris pH 8.8 - 1250 1300 
30% Akrilamida 506 1670 2080 
10% SDS 15 25 50 
10% APS 15 25 50 
TEMED 2.5 2.5 5 
*Substart CMC 0,1%  2000 1500 
*hanya untuk gel zimografi, akuades diganti substrat CMC 
 










1 2 3 rerata 
0 0 0 0 0,000 
2 0,296 0,575 0,103 0,325 
4 0,477 0,952 0,864 0,764 
6 0,515 1.116 1.801 1.144 
8 1.699 1.239 2.000 1.646 
 
 
Konsentrasi glukosa diperoleh dengan memasukkan nilai absorbansi ke dalam nilai 
x pada regresi linier y = 0,2056x - 0,0465, kemudian aktivitas enzim diperoleh 
dengan rumus :  
Aktivitas Enzim = 
       
            
 
Keterangan: 
C  = Konsentrasi Glukosa (x) 
FP  = Faktor Pengenceran (1) 
BM Glukosa  = Berat Molekul Glukosa (180 g/mol) 
T  = Waktu Inkubasi (60 Menit) 
 





(mg/ml) Aktivitas enzim (unit/ml) Standar 
Deviasi 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 
A3 0,075 0,053 0,064 0,591 0,484 0,537 0,055 0,045 0,050 0,007 
A4 0,160 0,082 0,121 1.004 0,625 0,815 0,093 0,058 0,075 0,025 
A5 0,062 0,077 0,070 0,528 0,601 0,564 0,049 0,056 0,052 0,005 
A7 0,064 0,048 0,056 0,537 0,460 0,499 0,050 0,043 0,046 0,005 
 
y = 0.2056x - 0.0465 















Konsentrasi glukosa (mg/ml) 
Kurva Standar Glukosa 
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A3 0,015 0,133 
A4 0,016 0,141 
C12 0,025 0,221 
H8 0,014 0,124 
J6 0,010 0,088 
L5 0,009 0,080 
L6 0,013 0,112 
L10 0,018 0,159 
M3 0,010 0,088 
M6 0,002 0,018 
N3 0,014 0,124 
N14 0,013 0,112 
D7 0,004 0,035 
E6 0,004 0,035 
G7 0,008 0,071 
G11 0,010 0,088 
G13 0,013 0,115 
G14 0,015 0,132 
G20 0,016 0,141 
G22 0,014 0,124 
I5 0,013 0,115 
K8 0,005 0,044 
 












 x FP  
         = 0,025 
waktu inkubasi  = 10 menit 
total volume cell G5  = 3.2 ml 
volume cell G5 dianalisa  = 0,1 ml 
ε mM  = 18.1 
Volume ekstraksi  = 50 ml 
Volume sampel = 1 ml 
FP   = 1 
Aktivitas selulase  C12 = 
     
  
   
     
     
   
 
    
   
    
   
      
               = 0,221 U/ml  
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Lampiran 12. Perhitungan aktivitas spesifik enzim selulase C12 













Enzim kasar 0,608 2,592 0,240 0,436 2,195 
Amonium sulfat 80% 0,488 2,300 0,213 0,296 1,627 
Dialisis  0,227 1,665 0,154 0,158 1,009 
 
Total Aktivitas Enzim (U) = Aktivitas enzim (U/ml) x Volume enzim (ml 
Total Protein (mg) = Kadar protein (mg/ml) x Volume enzim (ml) 




Yield (%) = 
Total Aktivitas Enzim Pemurnian 
Total Aktivitas Enzim Kasar
 x 100% 
Tingkat kemurnian (kali lipat) = 
Aktivitas          Enzim           (U/m )


















Enzim kasar 480 115,088 1053,538 0,1092 100 1 
Amonium sulfat 80% 300 63,830 488,100 0,1308 55,462 1,197 















270 0,3 0,043 2,431 
175 0,4 0,057 2,243 
130 0,6 0,086 2,114 
95 1 0,143 1,978 
52 1,6 0,229 1,716 
30 3,1 0,443 1,477 
16 4,1 0,586 1,204 
6.5 5 0,714 0,813 
 
   
Rf = 
                    
                       
 
y = ax + b  
y = log Berat Molekul 













1 1,2 7 0,171 1,980 95,50 
2 1,5 7 0,214 1,910 81,28 
  
  
y = -2.0915x + 2.3483 


















Log Berat Molekul Marker 
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0 0,025 0,348 0,032 0,121 
1 0,149 0,949 0,088 1.200 
2 0,359 1.973 0,183 1.812 
3 0,119 0,806 0,075 2.000 
4 0,113 0,775 0,072 2.112 
5 0,109 0,754 0,070 1.987 
6 0,108 0,750 0,069 1.76 
7 0,044 0,440 0,041 1.732 
 












30 0,168 0,176 1.043 1.082 0,193 0,200 0,197 0,005 
40 0,556 0,56 2.930 2.950 0,542 0,546 0,544 0,003 
50 0,617 0,671 3.227 3.490 0,597 0,646 0,621 0,034 
60 0,318 0,381 1.773 2.079 0,328 0,385 0,356 0,040 
70 0,229 0,247 1.340 1.428 0,248 0,264 0,256 0,011 
80 0,172 0,17 1.063 1.053 0,197 0,195 0,196 0,001 
 



















30 0,556 0,556 2.930 2.930 2.930 0,271 0,271 0,271 99.67 0,000 
60 0,556 0,56 2.930 2.950 2.940 0,271 0,273 0,272 100,00 0,001 
90 0,229 0,247 1.340 1.428 1.384 0,124 0,132 0,128 47.06 0,006 
120 0,141 0,127 0,912 0,844 0,878 0,084 0,078 0,081 29.86 0,004 
150 0,108 0,098 0,751 0,703 0,727 0,070 0,065 0,067 24.73 0,003 

















3 0,165 0,121 1,029 0,815 0,922 0,190 0,151 0,171 0,028 
4 0,198 0,141 1,189 0,912 1.051 0,220 0,169 0,194 0,036 
5 0,469 0,435 2,507 2,342 2.425 0,464 0,433 0,449 0,022 
6 0,382 0,489 2,084 2,605 2.344 0,386 0,482 0,434 0,068 
7 0,564 0,541 2,969 2,857 2.913 0,549 0,529 0,539 0,015 
8 0,611 0,572 3,198 3,008 3.103 0,592 0,557 0,574 0,025 
9 0,671 0,573 3,490 3,013 3.251 0,646 0,557 0,602 0,062 
10 0,382 0,389 2,084 2,118 2.101 0,386 0,392 0,389 0,004 
 















3 0,119 0,242 0,805 1,403 1,104 0,074 0,130 0,102 32,45 0,039 
4 0,122 0,282 0,820 1,598 1,209 0,076 0,148 0,112 35,53 0,051 
5 0,125 0,870 0,834 4,458 2,646 0,077 0,412 0,245 77,77 0,237 
6 0,134 0,897 0,878 4,589 2,733 0,081 0,424 0,253 80,34 0,243 
7 0,135 1,082 0,883 5,489 3,186 0,082 0,508 0,295 93,64 0,301 
8 0,145 1,144 0,931 5,790 3,361 0,086 0,536 0,311 98,78 0,318 
9 0,160 1,146 1,004 5,800 3,402 0,093 0,537 0,315 100,00 0,314 





Lampiran 19. Data Pengaruh Ion Logam dan Zat Tambahan Lainnya 
Ion / Zat 




(%) 1 2 3 Rerata 1 2 3 Rerata 1 2 3 Rerata 
Kontrol 0,667 0,541 0,608 0,605 3,470 2,857 3,183 3,170 0,321 0,264 0,294 0,293 0,028 100 
K+ 0,632 0,692 0,604 0,643 3,300 3,592 3,164 3,352 0,305 0,332 0,293 0,310 0,020 105,73 
Ca2+ 0,644 0,674 0,874 0,731 3,358 3,504 4,477 3,780 0,311 0,324 0,414 0,350 0,056 119,23 
Mg2+ 0,856 0,801 0,827 0,828 4,390 4,122 4,249 4,253 0,406 0,381 0,393 0,393 0,012 134,16 
Fe3+ 0,570 1,330 0,823 0,908 2,999 6,695 4,229 4,641 0,277 0,619 0,391 0,429 0,174 146,38 
EDTA 0,255 0,252 0,215 0,241 1,466 1,452 1,272 1,397 0,136 0,134 0,118 0,129 0,010 44,06 




Lampiran 20. Data kualitatif pada Principal Component Analysis (PCA)  
 
Algorithm used: SVD 
Validation method: Leverage 
Number of Calibration samples used: 54 
Total number of components: 3 
Components suggested by model: 2 
Optimal number of components: 2 
Raw data used: 
       Data Matrix used :Data Matrix 
       Name: Data Matrix 
       Type: Non-spectra data  
       Size: 54 samples, 3 variables 
       Sample set: 1-54 
       Variable set: 1-3 
       Samples kept out:  
       Variables kept out:  
       Variable weights: All1.00 
  
Isolat Diameter koloni Diameter zona bening Indeks hidrolisis 
A3 50 70 1.400 
A4 10 20 2.000 
A5 30 70 2.333 
A7 100 60 0.600 
A14 30 30 1.000 
A15 120 50 0.417 
A17 30 70 2.333 
B1 50 60 1.200 
B6 70 80 1.143 
B11 80 100 1.250 
B16 20 30 1.500 
C1 130 100 0.769 
C2 150 80 0.533 
C9 50 80 1.600 
C12 60 80 1.333 
C15 250 80 0.320 
F11 90 100 1.111 
F13 70 90 1.286 
F15 100 150 1.500 
F24 40 50 1.250 
F26 150 180 1.200 
H3 70 70 1.000 
H4 50 50 1.000 
H8 60 70 1.167 
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Isolat Diameter koloni Diameter zona bening Indeks hidrolisis 
H9 90 100 1.111 
J3 50 60 1.200 
J6 50 70 1.400 
D2 250 250 1.000 
D3 300 250 0.833 
D7 90 30 0.333 
E2 100 90 0.900 
E6 250 130 0.520 
E7 130 150 1.154 
E8 200 250 1.250 
E9 170 230 1.353 
G4 80 110 1.375 
G7 90 100 1.111 
G10 90 110 1.222 
G11 60 120 2.000 
G12 60 80 1.333 
G13 150 120 0.800 
G15 60 110 1.833 
G16 100 150 1.500 
G17 150 210 1.400 
G18 70 120 1.714 
G20 50 100 2.000 
G22 50 100 2.000 
I2 30 50 1.667 
I4 60 70 1.167 
I5 40 70 1.750 
I8 30 50 1.667 
K1 80 80 1.000 
K5 50 100 2.000 
K8 100 100 1.000 
 
Principal Component Analysis: Indeks hidro, Diameter zon, Diameter kol  
 
Eigenanalysis of the Correlation Matrix 
 
Eigenvalue  1.9538  0.9646  0.0816 
Proportion   0.651   0.322   0.027 
Cumulative   0.651   0.973   1.000 
 
 
Variable                  PC1    PC2     PC3 
Indeks hidrolisis      -0.445  0.787   0.427 
Diameter zona bening    0.558  0.617  -0.555 




Lampiran 21. Dokumentasi  
a) Sampel Penelitian 
 
Limbah kulit buah kopi 
 
b) Isolasi Mikroorganisme  
 
 
























e) Penyimpanan Isolat Selulolitik 
 
Penyimpanan pada agar miring 
 
f) Produksi dan Purifikasi Enzim  
 























Hasil sentrifugasi / ekstrak enzim kasar 
  










h) Pemurnian Enzim 
 
Pengendapan ammonium sulfat 
 
i) SDS PAGE dan Zimogram 
 
Pembuatan gel 
 
Pewarnaan gel 
 
 
 
Setelah dipanaskan 
 
 
 
Dialisis 
 
 
 
running elektroforesis 
 
Penghilangan warna 
 
pellet / 
enzim 
